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1 Einleitung 

 
1.1. Endometriose 

Endometriose ist eine weit verbreitete, benigne und entzündliche gynäkologische 

Erkrankung, definiert durch das Vorkommen von Drüsen und Stroma des 

Endometriums außerhalb des Uterus (1-3). Man klassifiziert die Endometriose in 

drei Subtypen, die auf der Histopathologie und Anatomie basieren: die 

oberflächliche Endometriose, die tief infiltrierende Endometriose, welche eine 

Tiefe von über 5 mm überschreitet, und ovariale Endometriosezysten auch 

bezeichnet als Endometriome (4-6). Am häufigsten tritt die Endometriose am 

Ovar auf, kann jedoch auch als tief infiltrierende Endometriose die Blase (6,4 %) 

als sogenannte „anteriore Endometriose“ und als „posteriore Endometriose“ die 

uterosakralen Ligamente, den „Torus Uterinus“ (69,2 %), die Vagina (14,5 %) und 

den Darm (9,9 %) betreffen (6). Der „Torus Uterinus“ bezeichnet eine Verdickung, 

die die Insertion beider uterosakralen Bänder an der Hinterseite des Uterus 

bindet (7). Obgleich der Krankheitsverlauf auch asymptomatisch sein kann, 

leiden viele Betroffene je nach Lokalisation der Endometrioseherde an 

krampfartigen, oft zyklusassoziierten starken Schmerzen im Abdominalbereich 

und extremen Blutungen (3, 8). Die mit Endometriose assoziierte Subfertilität, die 

erkrankte Frauen im reproduktiven Alter ebenfalls betreffen kann, führt zu einer 

enormen Einschränkung der Lebensqualität der betroffenen Frauen (5, 9-12). 

Zusätzlich müssen sich Betroffene häufig Operationen aussetzen, da diese nach 

Versagen konventioneller Therapien häufig die letzte erfolgsversprechende 

Option darstellen (1, 4, 9). 

Vor allem für Frauen mit tief infiltrierender Endometriose erfordert die operative 

Therapie aufwendige Resektionen des Gewebes im Becken (4). 

Die Prävalenz von Endometriose liegt bei etwa 6-10% bei Frauen im 

reproduktiven Alter mit einer jährlichen Inzidenz von 2-7 Fällen aus 1000 Frauen. 

Jedoch befassen sich nur wenige Studien mit der Prävalenz und Inzidenz (13- 

15) und von einigen Autoren wird Endometriose auch als transientes Phänomen 

betrachtet (16, 17). 
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Eine deutlich erhöhte Prävalenz wurde bei Frauen beobachtet, die von 

Subfertilität (24-47%) (18) und chronischen Bauchschmerzen (71-87%) betroffen 

sind (9, 19). 
 

 
1.1.1. Ätiologie 

Die Ätiopathogenese der Endometriose ist bereits seit vielen Jahren Bestandteil 

der Forschung, doch bleiben die Ansätze bezüglich des Ursprungs- und 

Entstehungsmechanismus der Endometriose bislang überwiegend theoretisch 

(1). Viele Faktoren, die einen Einfluss auf die Ätiopathogenese der Endometriose 

haben, wurden bereits bestimmt. Neben anatomischen, hormonellen und 

immunologischen Faktoren spielen Genetik und Epigenetik ebenfalls eine Rolle 

(1, 2, 20-22). 

Es wurden über die Jahre mehrere Theorien zur Entstehung der multifaktoriellen 

Erkrankung erhoben, wobei sich vor allem die „In Situ Theorie“ und die 

„Transplantationstheorie“ manifestiert haben (1). 

Bei der „In Situ Theorie“ wird der Ursprung von Drüsen und Stroma bei 

Endometriose, die dem Endometrium gleichen, auf das lokal betroffene Gewebe 

zurückgeführt, welches sich dort durch Metaplasie zu dem für Endometriose 

charakteristischen Gewebe differenziert (23). Zusätzlich geht man von einem 

embryologischen Ursprung aus wie bei der Rückstände des Müller-Gangs 

Hypothese; engl. Müllerian remnants hypothesis (24). Hierbei besteht die 

Annahme, dass sich das Endometrium-ähnliche Gewebe durch Differenzierung 

und Proliferation aus embryologischen Zellrückständen entwickelt haben. Diese 

embryologischen Zellrückstände seien auf fehlplatzierte Zellen, die während der 

Einwanderung primitiven endometrischen Gewebes durch den Müller´schen 

Gang entstanden sind, zurückzuführen (25, 26). Ergänzend zu den bereits 

genannten Theorien gilt es die „Induktiontheorie“ zu erwähnen. Bezogen auf 

Modellstudien seien spezifische zellfreie endometrische Produkte dazu 

imstande, Metaplasie von undifferenzierten Mesenchymzellen hin zu 

endometrischen Stroma und Drüsen zu induzieren. Darauf beruhend wurde 

weiterführend angenommen, dass diese vom Endometrium des Uterus 

abgegebenen Substanzen sich ebenfalls lymphogen oder hämatogen im Körper 
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ausbreiten könnten, wodurch man ektopisches Endometrium in Organsystemen 

wie beispielsweise der Lunge und im Gehirn erklären könnte (27, 28). 

Im Gegensatz zu der „In Situ Theorie“ basiert die „Transplantationstheorie“ 

darauf, dass die Drüsen und Stroma der Endometriose dem eutopischen 

Endometriumsgewebe entspringen (1). 

Hierbei versteht man Endometriose als eine Art gutartige Metastase des 

eutopischen Endometriums, welche vom Uterus über unterschiedliche Wege wie 

beispielsweise hämatogen, lymphogen oder iatrogen zu anderen Lokalisationen 

des menschlichen Körpers gelangt (29). 

Dazu gehörig und die am weitesten verbreitete Theorie ist die der retrograden 

Menstruation (30-32). Diese beinhaltet, dass die meisten Anteile der 

Endometriose und vor allem die der oberflächlichen peritonealen Endometriose 

durch den Reflux von eutopischen Endometriumfragmenten durch die Tuba 

uterina während der Menstruation stammen. Daraufhin komme es zur 

Implantation, Transition von Endometrium zu Endometriose sowie zum 

Wachstum auf und in das Peritoneum und Ovar. Die Theorie wurde durch die 

Tatsache plausibler, dass der Reflux von Gewebsfragmenten des Endometriums 

während der Menstruation bei Frauen im reproduktiven Alter weit verbreitet ist 

(5) . 
 

 
1.1.2. Endometriose spezifische Veränderungen 

Endometriose geht mit einer hormonellen Dysregulation einher. Bei betroffenen 

Frauen wurden sowohl im ektopischen als auch im eutopischen 

Endometriumsgewebe erhöhte Östrogenspiegel festgestellt (1). Dies wird auf die 

Expression des Enzyms Aromatase P450 im Endometriosegewebe und 

Endometrium betroffener Frauen und die damit verbundene Bildung von 

Östrogenen und auf den fehlenden Schutzmechanismus vor erhöhten Östrogen 

Spiegeln aufgrund enzymatischer Inaktivität von 17β-Hydroxysteroid- 

Dehydrogenase (17β-HSD) Typ 2 zurückgeführt (5, 33-36). 

Die erhöhte Östrogen Produktion unterliegt zusätzlich einem positiven Feedback 

Mechanismus, indem Östrogen die Aktivität der Cyclooxygenase-2 verstärkt und 
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somit auch die Prostaglandin E2 (PGE2) Synthese. PGE2 besitzt wiederrum eine 

stimulierende Wirkung auf die Aromatase P450 (37, 38). 

Östrogen hat eine Schlüsselrolle beim Überleben und Wachstum der 

Endometriose, wobei Östrogenrezeptoren (ER) als Mediatoren dienen (1). 

Studien zeigten, dass die Entwicklung des Endometriosegewebes unterdrückt 

wurde, indem man ER-alpha und ER-β mit ER-selektiven Modulatoren hemmte 

(39-41). 

ER-β steht mit mehreren Mechanismen im Zusammenhang, die zum einen vor 

Apoptose schützen und zum anderen das Überleben und Proliferation der Zellen 

sichern. Beispielsweise durch die Hemmung des durch Tumor Nekrose Faktor 

(TNF)-alpha induzierten Apoptose Signals, der Aktivierung der nuclear factor 

'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NFkB) Signalkaskade und 

Erhöhung der Expression von Interleukin-1β (IL-1β) (4, 41, 42). Die erhöhten ER- 

β Spiegel führen zusätzlich zu einer Herunterregulation der Expression von 

Progesteron-Rezeptoren (PR), da ER-β die Promotor Region für PR supprimiert 

(43). 

Die verringerte Expression der PR führt im ektopischen Endometriosegewebe zu 

einer Progesteron Resistenz, welche sich ebenfalls auf die von Progesteron 

beeinflussten Gene auswirkt, zu denen auch das für 17β -HSD Typ 2 codierende 

Gen gezählt wird (5, 44). 

Dass Endometriose von lokalen Entzündungen und Immundysregulationen 

charakterisiert wird, gilt als gesichert, obgleich man diese bisher nicht sicher als 

Ursache oder Konsequenz der Erkrankung bestimmen konnte (3, 45, 46). Es 

wurde gezeigt, dass einige essentielle Entzündungsmediatoren wie 

Cyclooxygenase-2 (COX-2), IL-1β, Interleukin-8 (IL-8), TNF-alpha und PGE2 in 

Endometriose Läsionen verglichen zum gesunden Endometrium erhöht sind (35, 

37, 47-49). Diese Mediatoren erhalten durch synergistisches Arbeiten 

Entzündungen aufrecht und durch positives Feedback führt es zu einer 

persistierenden Entzündung, einer Dysregulation des Immunsystems, 

Angiogenese und dem Überleben des Endometriosegewebes (50-52). 

Neben hormonellen, inflammatorischen und immunologischen Veränderungen 

bei Endometriose konnte aufgezeigt werden, dass es somatische Mutationen von 
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Krebs-assoziierten Genen in der tief infiltrierenden Endometriose (53), 

Endometriosezysten (54) und iatrogener Endometriose (55) gibt. Laut Anglesio 

et al. (2017) enthielten 83 % der benignen Läsionen der tief infiltrierenden 

Endometriose somatische Mutationen und 26 % Krebs begünstigende 

Mutationen wie Kirsten rat sarcoma virus (KRAS), Phosphatidylinositol-4,5- 

Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha (PIK3CA), AT-Rich Interaction 

Domain 1A (ARID1A) und Protein Phosphatase 2 Scaffold Subunit Aalpha 

(PPP2R1A). Diese gut erforschten Gene sind ebenfalls häufig im 

Endometriumkarzinom und mit Endometriose assoziiertem Ovarialkarzinom 

mutiert (53, 54, 56). Jedoch wurde bisher in den Endometriose Läsionen nie mehr 

als eine der Krebs begünstigende Mutationen gleichzeitig nachgewiesen (4) und 

eine maligne Transformation von Endometriose hin zum Karzinom wurde nach 

experimentellen Vergleichen zwischen KRAS-mutierter und Wild-Typ 

Endometriose Läsionen als sehr unwahrscheinlich eingestuft (57, 58). 

Zusätzlich gibt es einige anders methylierte Gene, von denen angenommen wird, 

dass sie in der Entwicklung der Endometriose eine Rolle spielen. Veränderte 

Methylierung wurde bei den Promotern von Estrogen Receptor 1 (ESR1), 

Estrogen Receptor 2 (ESR2), Progesterone Receptor (PGR), Nuclear Receptor 

Subfamily 5 Group A Member 1 (NR5A1), Cytochrome P450 Family 19 Subfamily 

A Member 1 (CYP19A1), Homöobox (HOX) Gen Klustern festgestellt mit den 

entsprechenden Veränderungen im Gen und der Proteinexpression (59-62). 

Ein weiterer zu berücksichtigender Aspekt der Endometriose spezifischen 

Veränderungen verglichen zu eutopischen Endometrium ist die Rolle des 

oxidativen Stresses. Dieser ist nachweislich in die Pathophysiologie der 

Endometriose involviert, indem dieser eine inflammatorische Reaktion in der 

Peritonealhöhle verursacht (63-65). Diese Reaktion wurde in in-vivo und in-vitro 

Studien von Lousse et. al 2012 so erklärt, dass es bei Frauen mit Endometriose 

durch Eisenüberladung zu einer Produktion von ROS kommt. Das verursacht 

einen Anstieg von NFkB in peritonealen Makrophagen, was verglichen zu 

gesunden Kontrollen proinflammatorisches Wachstum und angiogenetische 

Faktoren förderte (66). Wie in Tumorzellen wurde auch in Endometriosezellen 

beobachtet, dass diese höherem endogenen oxidativen Stress durch Anstieg der 
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ROS Produktion, Änderungen der antioxidativen Mechanismen und einem Abfall 

der Katalase Spiegel ausgesetzt sind (67). 

Die bisherigen Erkenntnisse über die Endometriose spezifischen Veränderungen 

bieten Chancen für einen personalisierten Therapieansatz der Erkrankung und 

gleichzeitig sind noch weitere Nachforschungen bezüglich ihres Ursprungs und 

ihrer Pathomechanismen nötig, um dieses Krankheitsbild vollends zu verstehen. 

 
1.1.3. Therapieansätze 

Die derzeitigen Therapiemöglichkeiten der Endometriose bestehen 

hauptsächlich aus chirurgischer Resektion und hormoneller Therapie. Diese 

beinhalten jedoch Limitationen wie das Rezidivrisiko, Nebenwirkungen, 

Kontrazeption für Frauen mit Kinderwunsch und Kosten. 

Momentan besteht die Strategie in der Behandlung Endometriose assoziierten 

Schmerzes darin, die Östrogen Produktion zu unterdrücken und eine Amenorrhö 

zu induzieren, um die Progression der Erkrankung zu verhindern (68). Jedoch 

handelt es sich dabei um ein rein suppressives Vorgehen und nicht um einen 

kurativen Ansatz. Nach der medikamentösen oder chirurgischen Behandlung 

besteht eine Rezidivrate von 21,5 % nach 2 Jahren und 40-50 % nach 5 Jahren 

(69). Die Rate an erneut notwendigen Operation stieg in einer siebenjährigen 

Follow-up-Studie mit voranschreitender Zeit kontinuierlich an (70). 

Vor allem bei der Therapie von Endometriomen reicht die medikamentöse 

Therapie oft nicht aus, weshalb die laparoskopische Resektion anschließend 

erforderlich wird (71-73). Die chirurgische Resektion der Endometriome wirkt sich 

jedoch negativ auf die ovarielle Reserve der Betroffenen aus (74), wodurch dies 

ebenfalls nicht die optimale Therapieoption darstellt. 

Auch bei der tief infiltrierenden Endometriose hat das Versagen der 

konservativen Therapie bestehend aus Hormonsuppression wie GnRH- 

Agonisten häufig eine chirurgische Resektion zur Folge, die bei dieser Form der 

Endometriose hoch invasiv und aufwendig ist (4, 75). 

Über die genannten Behandlungsansätze hinaus gibt es bisher keinen weiteren 

kurativen Therapieansatz für die Endometriose. Die chirurgische Resektion bleibt 

nach wie vor der Goldstandard bei der Therapie. Vor allem die o.g. Rate an 
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Rezidiven und notwendige Folgeoperationen, welche die Patienten oftmals stark 

belasten (5, 11, 12), betonen die Notwendigkeit der Forschung und Entwicklung 

neuer Therapieansätze. 

 

1.2. Physikalische Plasmatherapie 

1.2.1. Nichtinvasives physikalisches Plasma 

Die Applikation von Plasma hat in den letzten Jahren viel an wissenschaftlicher 

Aufmerksamkeit gewonnen und besitzt eine Fülle an potentiellen 

Anwendungsmöglichkeiten in der Medizin und Biologie. 

Nicht invasives physikalisches Plasma (NIPP) hat bereits vielversprechende anti- 

neoplastische Effekte bei gynäklogischen Tumoren, Tumoren des Pankreas und 

der Prostata, aber auch Melanomen und Gliomen gezeigt (76-81) 

Physikalisches Plasma, auch als vierter Aggregatszustand bezeichnet, besteht 

aus einem chemisch-biologisch reaktiven Gas, welches sich aus Ionen, 

Elektronen, Radikale und Ultravioletter (UV) Strahlung zusammensetzt (82, 83). 

Nicht-thermisches physikalisches Plasma, zu dem auch NIPP gezählt wird, 

übersteigt Temperaturen von 40 °C nicht und vermittelt seine beschriebene 

antineoplastische, wundheilungsfördernde und prokoagulative Wirkung durch 

chemisch-molekulare Zelleffekte (84, 85). 

Basierend auf unterschiedlichen Prinzipien der Plasmagenerierung wurden in 

dieser Arbeit zwei etablierte Gerätekonzepte verwendet - der atmospheric 

pressure plasma jet (APPJ) (86-88) und das Prinzip des dielectric barrier 

discharge (DBD) (89-91). Beim APPJ werden die aktiven Plasmaspezies durch 

einen Gasfluss vom Hauptentladungsbogen in Form eines Jets emittiert (92), 

wohingegen beim DBD die Plasmaentladung hin zu einer Negativelektrode 

erfolgt (91-93). Der Plasma Jet eignet sich für die präzise Behandlung kleiner 

Flächen auf einer Probe (92, 94-96). Das DBD hingegen wird zur 

Plasmabehandlung einer größeren Fläche oder Menge an Flüssigkeit bevorzugt, 

da die Behandlung mit diesem Gerät intensiver ist und größere Flächen 

gleichmäßig mit Plasma behandelt (92). 

Die genauen biologischen Effekte des NIPP sind noch Gegenstand der 

Forschung, werden jedoch hauptsächlich auf die Generierung reaktiver 



1 Einleitung 8 
 

Sauerstoff- und Stickstoffspezies (RONS) bei der Interaktion des NIPP mit 

Gasen, Flüssigkeiten oder festen Stoffen zurückgeführt. Intrazellulär hat dies u.a. 

die Aktivierung anti-proliferativer Mechanismen in Krebszellen zur Folge (82, 85, 

97-102). Relevante primär und sekundär entstehende reaktive Spezies sind 

beispielsweise Hydroxyl-Radikale (OH), Wasserstoffperoxid (H2O2), Nitrit (NO2
−), 

Nitrat (NO3
−), Peroxynitrit (ONOO−) (103). Diese reaktiven Spezies verursachen 

ein Redox Ungleichgewicht, was zu einem erhöhten oxidativen Stress führt und 

mit der Beschädigung zellulärer Komponenten wie Lipiden, Proteinen und DNA 

einhergeht (97, 104). Davon sind z.T. selektiv karzinogene Zellen betroffen, was 

sich vermutlich auf eine schlechtere antioxidative Kapazität dieser zurückführen 

lässt (105, 106). Gleichzeitig wurde die selektive Wirkung der NIPP-Behandlung 

auch für unterschiedliche andere Zellentitäten nachgewiesen (107). Zudem wird 

angenommen, dass geringe Konzentrationen bei der Plasmabehandlung das 

Zellüberleben, Migration, Differenzierung und Proliferation fördern, wohin gegen 

bei höheren Konzentrationen Zellapoptose induziert wird (108). 

Bisher wurden weder mutagene noch andere schwerwiegende Nebenwirkungen 

der NIPP-Behandlung nachgewiesen (99, 107). 

Während bei der indirekten Plasmatherapie mit Plasma aktivierter Flüssigkeit vor 

allem langlebige reaktive Spezies wie Wasserstoffperoxid und Nitrat in Bezug auf 

biochemische Effekte von Bedeutung sind, spielen bei der direkten 

Plasmatherapie auch kurzlebige reaktive Spezies wie Hydroxyl-Radikale, welche 

nur für Nanosekunden stabil bleiben, oder Singulett-Sauerstoff, welcher bis zu 

einigen Mikrosekunden überlebt, eine Rolle. Deren Einfluss auf das biologische 

Gewebe oder Zellen erfolgt jedoch nur solange das physikalische Plasma 

appliziert wird (100, 109). 

Gleichzeitig werden die Auswirkungen der reaktiven Spezies durch antioxidativ 

wirksame Stoffe beeinflusst. Das bedeutet, dass vor allem Stoffe wie Glutathion, 

N-Acetylcystein, Katalase und Superoxid-Dismutase bei Verwendung von 

Plasmatherapien zu berücksichtigen sind (110). 
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1.2.2. Plasma aktiviertes Medium (PAM) 

Werden Flüssigkeiten mit NIPP behandelt, entsteht Plasma aktiviertes Medium 

(PAM), welches mit langlebigen RONS, die Lebensspannen von Stunden bis 

Tagen besitzen, angereichert wird (111). Bei der Applikation von PAM auf ein 

biologisches Ziel spricht man von indirekter Plasmatherapie (112-114). 

Die Wirksamkeit des PAMs ist von Faktoren wie dem Trägergas, dem Abstand 

zwischen Plasmaquelle und Flüssigkeitsoberfläche, der verwendeten Flüssigkeit, 

der Dauer der Lagerung und der Temperatur, bei der es gelagert wird, abhängig 

(111). 

Jedoch wurde gezeigt, dass die Applikation von PAM (z.B. auf Krebszellen in- 

vitro) ähnliche und spezifische Zelleffekte auslösen kann wie eine direkte 

Plasmabehandlung (100, 115-118). Vorteile der indirekten Plasmabehandlung 

können in der chemischen Stabilität von PAM sowie dessen einfache 

Anwendbarkeit in schwer zugänglichen Oberflächen und Körperhöhlen (wie bei 

laparoskopischen Eingriffen) liegen (101, 119). PAM führten i.R. von Injektionen 

in Tumore zur effizienten Remission (80, 120). 

Im Hinblick auf eine klinische Anwendung bei Endometriose könnte PAM 

gegenüber der direkten NIPP Behandlung bezüglich einer möglichen Therapie 

der Endometriose mit Plasma zu bevorzugen sein, da dies im Rahmen einer 

Laparoskopie stattfinden würde und die Vorteile der indirekten Behandlung dabei 

überwiegen. 

 
1.2.3. Anwendung und Wirkungsweisen 

Die bisher bekannten biologischen NIPP Effekte beinhalten Zelltyp-spezifische 

Wachstumseinflüsse, positive Beeinflussung von Wundheilung und 

Narbenbildung, antimikrobielle und antivirale Wirksamkeit, 

Entzündungsmodulation und Apoptose (78, 79, 85, 100, 121-125). 

Vor allem im Bereich der Dermatologie findet die antibakterielle und Wundheilung 

fördernde Wirkung des NIPP zur Verbesserung des Heilungsprozesses 

chronischer Ulcera nach Durchführung vieler Studien Anwendung (126-131). 

Auch im Bereich der Onkologie gibt es vielversprechende Studien bezüglich der 
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anti-proliferativen und apoptotischen Einflüsse von NIPP und PAM auf 

verschiedene Krebszellen (76, 85, 119, 132). 

Die beschriebenen antiproliferativen NIPP und PAM-Effekte konnten außerdem 

bei Zellen gynäkologischer Tumore nachgewiesen werden wie beispielsweise für 

das Ovarialkarzinom (78, 120, 133, 134), das Zervixkarzinom (81) und das 

Mammakarzinom (135). Für die Vorstufen des Zervixkarzinoms CIN 1 und 2 

wurden zusätzlich bereits erfolgreich in-vivo Studien mit NIPP durchgeführt (136). 

Bezüglich der Wirkung von NIPP und PAM auf Endometriose gibt es bisher 

wenige Studien. Ishida et al. konnten im Mausmodell zeigen, dass 

Endometrioseläsionen verglichen zu den Kontrollen nach direkter 0,5-minütigen 

NIPP Exposition signifikant remissiv waren und weniger epitheliale proliferative 

Aktivität besaßen (137). 

Weitere Studien mit Endometriose erfolgten mit thermischem Plasma in Form 

einer direkten Behandlung, wobei vor allem die thermischen Effekte eine 

Remission der Endometrioseläsionen zur Folge hatten (138, 139). Studien zur 

Behandlung von Endometriose mit durch NIPP generiertes PAM gibt es bis dato 

nur in Form von 2D-Zellmodellen (137). 

 

1.3. Wahl des Organoidmodells 

Endometrium und Endometriose stellen komplexe, vielzellige Gewebe 

bestehend aus glandulären und luminalen Epitelzellen, Stromazellen, 

Immunzellen und vaskulären Zellen dar (140-142). 

Bisher gab es Limitationen bezüglich der Darstellung von Endometrium und 

Endometriose sowie Endometriumkarzinom, der häufigsten Malignität des 

weiblichen Genitaltraktes, in akkuraten in-vitro-Modellen (143-145). Nachdem es 

bereits als akkurates in-vitro-Modell für andere Gewebe etabliert wurde (146- 

150), wurden mit der Etablierung von Organoiden aus endometrioiden 

Primärzellen vielfältige Möglichkeiten zur Testung therapeutischer Konzepte 

eröffnet (151, 152). Aus in-vivo-Gewebe gewonnene Endometriumorganoide 

besitzen dieselbe molekulare Signatur wie die des patientenspezifischen 

Endometriums, können über mehrere Passagen über Monate kultiviert werden 

und behalten dabei genetische und phänotypische Stabilität (151, 152). Die aus 
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Endometriose gewonnenen Organoide replizieren die wichtigsten Eigenschaften 

des Ursprungsepithels, also die glandulären Epithelzellen des Endometriums, 

und sind ebenfalls für lange Kulturzeiträume bei genetischer und phänotypischer 

Stabilität geeignet (153). Außerdem wurde die Diversität der Erkrankung in den 

Endometrioseorganoiden ebenfalls widergespiegelt (151). 

Verglichen mit anderen Modellen, durch welche man patientenspezifisches 

Endometrium unter in-vitro Bedingungen darzustellen versucht, stellt das 

Organoidmodell eine vielversprechende Möglichkeit zur Imitation des 

physiologischen in-vivo Mileus dar (143). Im Mausmodell beispielsweise kann die 

Spezifität der Entwicklung des menschlichen Endometriums nicht akkurat 

wiedergegeben werden. Die Dezidualisierung verläuft bei Menschen zyklisch, 

wohingegen sie bei Mäusen nur bei Einnistung des Embryos oder als Antwort auf 

mechanische Verletzungen stattfindet. Die komplette Übertragung der Resultate 

aus Mausversuchen auf Menschen gestaltet sich folglich schwierig (154, 155). 

Ebenfalls etabliert ist die Verwendung von immortalisierten und aus Krebs-Zellen 

gewonnenen Zelllinien wie ISHIKAWA (epitheliale Endometriumzellen) und St- 

T1b-Zellen (Endometriums Stromazellen). Diese lassen sich zwar leicht über 

einen langen Zeitraum kultivieren, besitzen jedoch generelle Limitationen (156). 

Ähnliches gilt bei primär isolierten Endometriumzellen, wobei diese mit 

konventionellen 2D-Zellkultursystemen schwer in eine langfristige Kultur zu 

überführen sind (156). Zell-Zell-Interaktionen, Zell-Extrazellulär-Matrix 

Interaktionen sind im 2D-Modell limitiert (143). 

Nachteilig ist der Aufbau von Organoiden aus Einzelzellen. Es handelt sich daher 

i.d.R. um Konglomerate aus Zellklonen, die die physiologische, biochemische, 

biomechanische und multizelluläre Mikroumgebung des in-vivo-Gewebes nicht 

widergespiegelt. 

Dennoch kann die Verwendung von Endometriumorganoiden aus primärem 

Patientengewebe vielversprechend für Studienmodelle, Medikamententests und 

die Entwicklung neuer Therapien sein (151). Besonders im Hinblick auf 

Endometriose ist die Verwendung des Organoidmodells eine Chance die 

komplexe Erkrankung besser untersuchen zu können (153). 
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Die Vorteile eines Endometrioseorganoidmodells ermöglichen eine bessere 

Übertragbarkeit der Ergebnisse der Plasmatherapie in-vitro auf eine potentielle 

Behandlung der Erkrankung in-vivo. Im Hinblick auf die wenigen Daten bezüglich 

des Einflusses von NIPP und PAM auf Endometriose (137) sind die 

Untersuchungen dieser Forschungsarbeit ein wesentlicher Beitrag zur 

präklinischen Translation. Die meisten in-vitro stattgefundenen Studien bezüglich 

der Wirkungsweise von NIPP-Behandlungen wurden mit immortalisierten Zellen 

durchgeführt, welche die physiologische Komplexität des Epithels in-vivo, 

bestehend aus verschiedenen Zelltypen mit spezifischen Funktionen, nicht 

akkurat widerspiegeln (157). Einzelne Studien befassten sich bereits mit dem 

Einfluss von NIPP auf multicellular tumor spheroids (MCTS), wobei die 

abgeschwächten Effekte der Plasmabehandlung im 3D-Zellmodell verglichen zu 

2D betont wurde (158-161). MCTS sind ein 3D-Zellmodell, bei dem Zellen 

hauptsächlich aus etablierten 2D-Tumorzelllinien in simpleren Klustern über 

Adhäsion und ohne Matrigel eine drei dimensionale Form bilden (162). Diese 

bilden die metabolischen und proliferativen Eigenschaften klinischer Tumore als 

auch mögliche Resistenzentwicklungen vergleichbar mit der in-vivo Situation ab 

(163, 164). Jedoch bestehen diese nicht wie Organoide aus Progenitor- und 

Stammzellen, die die Funktionalität und Architektur ihres Ursprungsgewebes 

abbilden können (165, 166). 

In einer aktuellen Studie bezüglich der direkten NIPP- und PAM-Behandlung von 

Tumorzellen verglichen zu gesunden Zellen in intestinalen Organoiden 

gewonnen aus Mäusen, wurde eine unerwartete höhere Resistenz der Tumor 

Organoide verglichen zu normalen Organoiden festgestellt (167). Diese 

Resultate sprechen für die Notwendigkeit weiterführender Untersuchungen der 

Einflüsse von NIPP und PAM auf Organoide, da diese das in-vivo Gewebe besser 

imitieren und somit eine bessere Übertragung der Ergebnisse auf in-vivo möglich 

ist. 

 

1.4. Zielsetzung der Arbeit 

Der antiproliferative Einfluss von PAM auf das Wachstum von immortalisierten 

und in konventionellen 2D-Zellkultursystemen kultivierten Zelllinien wurde in 
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diversen Arbeiten gezeigt. Auch für Endometriosegewebe und die HEC-1A 

Zelllinie mit dem Ursprung aus epithelialen Endometriumkarzinomzellen wurden 

diese Efffekte nachgewiesen (102, 137). Diese basieren auf direkter Plasma- 

Behandlung. 

In der vorliegenden Arbeit sollen die in der Literatur gezeigten antiproliferativen 

Zelleffekte erstmals unter Verwendung einer DBD-Plasmaquelle (Plasma DBD 

GmbH) und Applikation mittels PAM dosisabhängig verifiziert und auf 3D 

Endometrioseorganoide übertragen werden, die aus primären Patientenproben 

gewonnenen werden. Im Fokus der Untersuchungen standen hierbei folgende 

Zielsetzungen: 

 

• Charakterisierung antiproliferativer Plasmaeffekte und Einflüsse auf die 

DNA-Integrität unter Verwendung unterschiedlicher Parameter zur 

Plasmagenerierung und unterschiedlicher Medien für die PAM- 

Generierung in 2D-Zellkultursystemen. 

• Validierung der antiproliferativen Plasmaeffekte und Einflüsse auf die 

DNA-Integrität unter Verwendung unterschiedlicher PAM- 

Inkubationszeiten und der Einflüsse von optimierten 

Organoidzellkulturmedien zur PAM-Generierung in 3D- 

Organoidsystemen. 

• Validierung der antiproliferativen Plasmaeffekte und Einflüsse auf die 

DNA-Integrität sowie auf die Expression unterschiedlicher zellulärer 

Proliferationsmarker unter Verwendung optimierter PAM-Konditionen und 

Organoidzellkulturmedien zur PAM-Generierung in patientenspezifischen 

3D-Endometrioseorganoidsystemen. 

• Übertragung der optimierten PAM-Konditionen auf ein malignes 3D- 

Organoidsystem unter Verwendung von Endometriumkarzinomzelllinien. 
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2 Material und Methoden 

2.1. Material 

2.1.1. Reagenzien 

Tabelle 1 
 

Experiment Reagent Größe Firma Produktnu. 

Zellkultur (2D) DMEM 500 mL Gibco 41965-039 

 Fetal bovine serum 500 mL Gibco 10270-106 

 Dulbeccos 

Phosphate buffered 

Saline 

500 mL Sigma D8537 

 Trypsin EDTA 

0,05% 

100 mL Thermo 

Fisher 

Scientific 

25300-054 

Zellkultur (3D) Cultrex reduced 

growth factor BME2 

1 mL Bio-Techne 3533-001-02 

 recovery cell 

culture freezing 

medium 

50 mL Gibco 12648010 

 TrypLE 100 mL Gibco 12604013 

Gewebeverarbeitun 

g 

Kollagenase (S) 100 mg Sigma C9407 

 Kollagenase Typ II 1 g Gibco 17101015 

Medium 

Bestandteile 

A83-01 10 mg Tocris 2939 

 Advanced 

DMEM/ F12 

500 mL Gibco 12634010 

 B27 supplement 10 mL Gibco 17504-44 

 B27 supplement - 

AO 

10 mL Thermo 

Fisher 

Scientific 

10889038 

 EGF 1 mg Peprotech AF-100-15 

 FGF-10 50 µg Peprotech 100-26 

 GlutaMax 100 mL Gibco 35050-038 
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 HEPES 100 mL Thermo 

Fisher 

Scientific 

15630-056 

 N-Acetyl-L-cysteine 5 g Sigma A9165-5G 

 Nicotinamide 100 g Sigma NO636 

 Penicillin - 

Streptomycin 

100 mL Gibco 15140-122 

 SB202190 5 mg Sigma S7067 

 Y-27632 50 mg Hölzel TMO-T1725- 

50 mg 

Immunfluoreszenz Albumin from 

bovine serum 

100 g Fluka 

BioChemika 

05488 

 DAPI 1000 X 1 

mg/mL 

Invitrogen D1306 

 ProLong™ 

Diamond Antifade 

Mountant mit DAPI 

2 mL Invitrogen P36962 

 Triton X-100 12 mL SEKISUI R14694 

 Tween® 20 250 g Roth 9127.1 

Fixierung der 

Zellen/Organoide 

Dispase II 1 g Sigma D4693 

 Ethanol 2.5 L Merck 

KGaA 

1.00983.251 

1 

 Ethanol 99% 

denaturiert 

5 L Pharmacy C1016 

 37%-ige 

Formaldehyd- 

Lösung 

1 L Merck 

KGaA 

1.04003.100 

0 

 Sodium azide 100 g Merck 1.06688.010 

0 

 Xylol 2.5 L PanReac 

AppliChem 

131769.1612 

Paraffin Einbettung Histogel 10 mL Fisher 

Scientific 

12006679 
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 Paraplast Plus 1 kg McCormick 

Scientific 

39502004 

Antigen Retrieval 

(HIER) 

Ethylenediamine- 

tetraacetic acid 

250 g AppliChem A5097,0250 

 Sodium hydroxide 

solution 

1 L Merck 

KGaA 

1.09137.100 

0 

 Tri-Sodium-Citrate 1 kg AppliChem A3901,1000 

 Trizma® base 1 kg Sigma T1503-1KG 

Cell-Titer-Glo 3D 

Assay 

CellTiterGlo 10mL Promega 526140 

Crystal Violet 

Staining Assay 

Hexamethyl- 

pararosanilinchlorid 

100 G Sigma C0775-100G 

Argon Gas 99,998 Vol% Argon 50L Westphalen 2760050288 

7945-62 

 
 

 
2.1.2. Equipment 

Tabelle 2 
 

Gerät Typ Firma 

Zentrifuge Multifuge 3 S-R Heraeus 

Zentrifuge Biofuge pico Heraeus 

Zentrifuge Rotina 380 Hettich 

EVOS Mikroskop M7000 Invitrogen 

Ikubator 9040-0012 CB 150 Binder 

Varioskan LUX 

multimode microplate 

reader 

VL0000D0 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, USA 

Lichtmikroskop CK 30 Olympus 

Mikrotom HM 335 S Microm Cool-Cut 

Zellkulturplatte 48-Well Platte Falcon 

Zellkulturplatte 96-Well Platte U-Form 

Boden 

Falcon 

Zellkulturplatte 96-Well Platte flacher 

Boden 

Falcon 
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Zellkulturplatte 96-Well Platte flacher 

weißer Boden 

Fisher Scientific 

Nunclon Delta Surface 

Glas Slides 30000030 R. Langenbrinck GmbH 

Coverslips 631-0169 VWR 

T25 Flask 690175 Greiner Bio One 

T75 Flask 658175 Greiner Bio One 

Laminar flow Herasafe Heraeus 

Thermomixer Thermomixer Comfort Eppendorf 

Zellzähler TC20 Bio-Rad 

Label Drucker BMP*51 Brady 

Skapell 3000093 Feather 

Spitzenspitze 303174 BD 

Zell Kühler Cool Cell Biocision 

Cell strainer (100 µm) 542000 Greiner Bio One 

Spritze 61345930 BD 

Cryovial 122263 Greiner Bio One 

Reaktions Falkon (0,5 

mL) 

S72699 Sarstedt 

Reaktions Falkon (1,5 

mL) 

616201 Greiner Bio One 

Canonical tube 15 mL 188271-N Greiner Bio One 

Canonical tube 50 mL 227261 Greiner Bio One 

Pipetten Spitzen 0,1-10 µl 61305171 Sarstedt 

Pipetten Spitzen 100 µl 61349913 Sarstedt 

Pipetten Spitzen 1000 µl 61348261 Sarstedt 

DBD Plasma Gerät DBD Liquid Treatment 

System 

FB: 8.35.6 

Version: 01 

Plasma Pen (APPJ) kINPen med Neoplas med 

Petrischale (klein) 2.5 cm Falcon 

Petrischale (groß) 5 cm Falcon 

Schüttler für Platten 6 plates Heidolph Instruments 

Titramax 1000 

Wasserbad 37°C GFL; Typ: 1003; 

no.:11233302 K 
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2.1.3. Zelllinien 

Tabelle 3 
 

Zellline Lot. No Medium Zelltyp 

HEC-1A 70004875 DMEM 

P/S +FBS 

Humane 

Endometriumkarzinomzellen 

ISHIKAWA 99040201 DMEM 

P/S +FBS 

Humane 

Endometriumkarzinomzellen 

hESC 70004235 DMEM 

P/S +FBS 

Humane 

Endometrium Stromazellen 

 
 

 

2.1.4. Zellkulturmedium für die Organoide 

Die L-WRN Zellen wurden aus L-Wnt3A (ATCC® CRL-2647) Zellen mit 

transfiziertem R-Spondin 3 und Noggin ko-exprimierten Vektor generiert. Das 

konditionierte Medium wurde durch die Nutzung der Zelllinie L-WRN, die ohne 

FCS für RN konditioniertes Medium kultiviert wurde, vorbereitet. 

Der Hauptbestandteil des Standardmediums (SM) stellte Advaced DMEM +++ (mit 

P/S, GlutaMax und HEPES) dar und für das optimierte Medium (OM) DMEM (mit 

P/S, GlutaMax). Sie wurden genutzt, um bis zu dem entsprechenden Volumen 

aufzufüllen. 

Tabelle 4 
 

 

Bestandteil Finale Konzentration SM OM 

RN mit adv.DMEM 10% x - 

RN mit DMEM 10% - x 

B27 (50x) 1x x - 

B27 minus AO (50x) 1x - x 

Nicotinamide (1 M) 10 mM x x 

N-Acetylcystein 

(500 mM) 

1.25 µM 
x - 

FGF10 (20 μg/mL) 0.01 µg/mL x x 

EGF (10 μg/mL) 5 µg/µL x x 



2 Material und Methoden 19 
 

 

A83-01 (5 mM) 0.5 µM x x 

SB202190 (5 mM) 0.5 µM x x 

Y27632 (100 mM) 5 µM x x 

 

• DMEM ++: DMEM mit 1% Penicillin-Streptomycin und 1% GlutaMax 

• Advanced DMEM +++: Advanced DMEM mit 1 % Penicillin-Streptomycin, 

1% GlutaMax und 1% HEPES 

 
2.1.5. Antigen Retrival Puffer 

Tabelle 5 

• Tri-Sodium-Citrate Puffer, pH 6,0 (1 L) 
 

Reagent Menge 

Tri-Sodium-Citrat (Na3C6H5O7) 2,94 g 

H2O auffüllen bis 900 mL 

HCl (0,1 M) wie benötigt, um pH 6.0 zu erhalten 

H2O auffüllen bis 1 L 

20 % Tween 2,5 mL 

 
Tabelle 6 

• Tris-EDTA, pH 9,0 (1 L) 
 

Reagent Menge 

Tris Base 1,21 g 

EDTA 0,37 g 

H2O auffüllen bis 1 L 

NaOH (1 M) wie benötigt, um pH 9.0 zu erhalten 

20 % Tween 2,5 mL 
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2.1.6. Antikörper 

Tabelle 7 
 

 
Name 

 
Ziel 

 
Spezies 

Verdünnung 

(FFPE 

Objekträger) 

 
Firma 

Bestell 

nummer 

pH / 

Puffer 

Ki67 
Ki67/ 

Mib1 
Rabbit 1:500 Abcam 16667 pH 9 

p53 

(DO-1) 
p53 Mouse 1:50 

Santa 

Cruz 

SC-126 
pH 6 

Pan- 

Cyto- 

keratin 

(C-11) 

- FITC 

 
CK 4,5, 

6,8,10,1 

3,18 

 

 
Mouse 

 
 
 

1:250 

 

 
Invitro 

gen 

 
MA5- 

28561 

 
 
 

pH 6 

PAX 8 PAX8 Rabbit 1:150 
Protein 

tech 

10336-1- 

AP 
pH 9 

 
yH2AX 

Histone 

H2AX- 

Ser139 

 
Mouse 

 
1:500 

Upstat 

e 

 
05-636 

 
pH9 

 
 

 

2.1.7. Erythrolyse Puffer 

Tabelle 8 
 

Reagenz Menge 

NH4Cl 8,29 g 

KHCO3 1,00 g 

0.2 M Na2EDTA (pH 7.6) 500 µl 

H2O auffüllen bis 1 L 

NaOH or HCl hinzufügen, bis pH 7,4 erreicht wird 
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2.1.8. Einstellungen der Plasmageräte 

Tabelle 9 
 

 DBD APPJ 

Gas Argon Argon 

Gasfluss 10 ln/min nicht einstellbar 

Amplitude 40 % nicht einstellbar 

Frequenz 6 kHz nicht einstellbar 

Gap distance 0,5 cm 0,5 cm 

Behältnis der 

Flüssigkeit 

Petrischale mit 5 cm 

Durchmesser 

Petrischale mit 5 cm 

Durchmesser 

Menge der Flüssigkeit 7 mL 7 mL 

Aktivierungszeit variabel variabel 

 
 

 

2.2. Methoden 

2.2.1. 2D Kultur der Zelllinien hESC, ISHIKAWA, HEC-1A 

Die gefrorenen Zelllinien wurden im Wasserbad aufgetaut, in 10 mL 

vorgewärmtes DMEM P/S überführt und mit 1500 rpm für 10 min auf 

Raumtemperatur zentrifugiert. 

Danach wurden die Überstände abgenommen und das Zellpellet wurde in DMEM 

FCS (10%) resuspendiert. Daraufhin wurde die Zellsuspension in einen T25 

Zellkulturflasche transferiert. Das Zellkultur Medium, in diesem Fall DMEM FCS 

(10%) wurde nach 24 Stunden einmalig gewechselt. 

 
2.2.2. 2D Kultur Splitten 

Das Medium wurde entfernt und die Zellen wurden einmalig mit PBS gewaschen. 

Nach der Entfernung des PBS wurde 0,05% Trypsin-EDTA in den 

Zellkulturfalsche hinzugefügt und für etwa 5 min bei 37 °C im Inkubator inkubiert. 

Die Ablösung der Zellen von der Zellkulturflaschenoberfläche wurde nach 5 min 

unter dem Mikroskop beurteilt und falls nötig, wurden die restlichen haftenden 

Zellen durch leichtes Klopfen gegen den Zellkulturflasche abgelöst. Daraufhin 
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wurde etwa 10-mal mehr vorgewärmtes DMEM FCS (10%) in die 

Zellkulturflasche hinzugefügt als Trypsin-EDTA, um dessen Reaktion mit den 

Zellen zu stoppen. Zellklumpen wurden durch wiederholtes auf- und 

abpipettieren aufgelöst und daraufhin wurde die Zellsuspension in eine 10 mL 

Zellkulturflasche mit vorgewärmten DMEM FCS (10%) gegeben. Aus dieser 

Zellsuspension wurde nun entsprechend der gewünschten Splitting Ratio ein Teil 

zur weiteren Kultur entnommen und erneut ausgesät. Die restlichen Zellen 

wurden entweder eingefroren oder verworfen. 

 
2.2.3. 2D Kultur auf Coverslips 

Um die 2D Zellen mit Paraformaldehyd zu fixieren und sie später anzufärben, 

wurden diese auf Coverslips kultiviert. Dafür wurden die Coverslips vorsichtig in 

die 48-Well Platte gelegt und für 3 s in die Mikrowelle gestellt. Durchschnittlich 

wurden 40000 Zellen pro Coverslip in die Wells pipettiert. Es wurde verhindert, 

dass die Zellen unter die Coverslips rutschten, indem man das Coverslip 

vorsichtig mit der Pipettenspitze auf den Boden des Wells drückte und die 

Zellsuspension langsam in kreisenden Bewegungen darauf pipettierte. 

 
2.2.4. Paraformaldehyd-Fixierung von 2D Zellen 

Das Medium wurde von den auf Coverslips kultivierten Zellen entfernt. 

Anschließend wurden 300 µl 3,7 % PFA auf die Zellen gegeben und diese 10 min 

bei Raumtemperatur inkubiert. Das PFA wurde daraufhin entfernt und in einen 

geeigneten Abwurf gegeben und die Zellen wurden 3 Mal mit 1 mL PBS 

gewaschen. Nachdem man 400 µl PBS mit 0,1% NaN3 auf die fixierten Zellen 

gegeben hatte, konnten diese bei 4 °C aufbewahrt werden. 

 
2.2.5. Probengewinnung 

Diese Studie wurde in Übereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki und mit 

Genehmigung durch die Ethikkommission der medizinischen Fakultät der 

Eberhard Karls Universität Tübingen durchgeführt (protocol codes 649- 

2017BO2, approval: 12.01.2018 and 495/2018BO2, approval: 19.10.2018). Alle 

Endometriose Proben stammten aus Endometriose Sanierungsoperationen 
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durchgeführt am Department für Frauengesundheit des Universitätsklinikums 

Tübingen. 

Alle Patienten unterschrieben eine Einverständniserklärung zur Verwendung von 

Gewebeproben für Forschungszwecke. 

Zunächst erfolgte eine Vorselektion des erhaltenen Endometriosegewebes zur 

Unterscheidung von beispielsweise Bindegewebe und Fett. 

Abhängig von der Größe der erhaltenen Gewebeprobe wurde diese entweder als 

ganzes Stück verarbeitet oder aufgeteilt in mehrere Proben (Abb.1,A). Zunächst 

wurde die Probe mit einem sterilen Skalpell und Pinzette in kleine Stücke zerteilt 

(etwa 1-3 mm). Entsprechend der Menge an Probe wurden die Stücke in einen 

oder mehrere 2 mL Tuben gefüllt und dazu wurden Kollagenase (1:2) (meist 500 

µl), advanced DMEM (1:2) (meist 500 µl) (später DMEM) und ROCK-Inhibitor 

Y27632 (1:1000) gegeben (Abb.1,B). Diese 2 mL Tuben mit den darin 

enthaltenen Stücken der Gewebeprobe wurden auf den Schütter mit 1000 rpm 

bei 37 °C zwischen 0,5-2 h gestellt, wobei die Verdauungszeit von der Textur und 

Menge der Endometriose Stücke abhing. Der Verdauungsprozess des Gewebes 

wurde visuell alle 20-30 min beurteilt. Bei gewünschter Trübung des Gemischs 

im 2 mL Tube (Abb.1,C) und abgesetzten Zellen (Abb.1,D) wurde der gesamte 

Inhalt in einen neuen 15 mL Falkon übertragen und bis etwa 8 mL mit PBS 

aufgefüllt. Das Ganze wurde daraufhin resuspendiert. 

Nebenher wurde ein Zellfilter der Größe 100 µm auf ein 50 mL Falkon platziert 

und mit 2-3 mL PBS angefeuchtet. Anschließend wurde die resuspendierte 

Zellsuspension auf den 100 µm Filter gegeben (Abb.1,E). Große Zellstücke 

wurden maschinell mit einer leeren Pipettenspitze über den Filter bewegt, um die 

maximal mögliche Zellzahl zu filtern. Danach wurde der Filter noch einmal 

großzügig mit PBS gespült, bevor man ihn samt der verbliebenen Gewebestücke 

in einer Petrischale aufbewahrte (Abb.1,F), falls das Filtern zu einem späteren 

Zeitpunkt wiederholt werden musste. Die Zellsuspension im 50 mL Falcon wurde 

bei 1500 rpm für 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Daraufhin wurden die 

Überstände angenommen und das Zellpallet wurde auf Eis gelagert (Abb.1,G). 

Falls das Zellpellet eine rötliche Farbe hatte, wurde außerdem eine Erythrolyse 

durchgeführt, indem man 5 mL RBC Lyse Puffer für 5 min bei 4 °C hinzufügte. 
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Die Reaktion wurde gestoppt, nachdem man 10 mL PBS hinzufügte und das 

Ganze für 10 min bei Raumtemperatur mit 1500 rpm zentrifugierte. 

Wenn nötig, wurde die Erythrolyse auch mehrere Male durchgeführt. 

Die Menge an Zellsuspension wurde daraufhin manuell mit einer Pipette 

bestimmt. Entsprechend der gewünschten Anzahl an Wells auf einer 48-Well 

Platte wurde eine gewisse Menge an Advanced DMEM, später DMEM (vgl.3.3.) 

der Zellsuspension hinzugegeben, bevor man die Zellsuspension in der 

benötigten Menge Matrigel (BME) resuspendierte. Anschließend wurde das 

Gemisch aus Matrigel und BME in 20 µl großen Tropfen pro Well ausgesät. Die 

48-Well Platte wurde dann für 30 min bei 37 Grad Celsius verkehrtherum in den 

Inkubator gestellt, sodass das BME eine stabile 3D-Tropfenform bilden konnte. 

Teile der Zellsuspension konnten auch vor dem Hinzugeben von BME 

herausgenommen werden und mit 700 µl Freezing Medium bei -80 °C 

eingefroren werden. 
 

 
Abbildung 1: Systematischer Überblick der Endometriose Probengewinnung. Nach 

Erhalten des Endometriose Gewebes wird es gemessen und mechanisch zerkleinert (A). Die 

zerkleinerten Teile werden zur enzymatischen Verdauung in eine 2mL Tube gegeben (B). 

Getrübte Flüssigkeit einer fertigen enzymatischen Verdauung der Gewebsprobe (C) und das 

Zellpallet (D). (E) Die Zellsuspension wird durch einen Zellfilter gegeben, in diesem Beispiel durch 

einen der Größe 100 µm und zusätzlich einen 40 µm Filter. Überbleibendes Gewebe im Filter 
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wurde aufbewahrt (F). Abbildung der gefilterten Zellen im 50 mL Falkon nach Intubation und 

Entfernung des Überstandes, vorbereitet zum Aussähen (G). 

 
 

2.2.6. Aufbereitung zu Organoiden und Kultur 

Die Organoid Kultur wurde entweder direkt nach dem Prozessieren des Gewebes 

oder aus eingefrorenen Proben begonnen. Eingefrorene Proben wurden im 

Wasserbad aufgetaut, in 10 mL vorgewärmtes DMEM P/S transferiert und mit 

1500 rpm, 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Überstände wurden 

entfernt, das Zellpellet in DMEM resuspendiert und die Zellsuspension zunächst 

bei 4 °C gelagert, bis zum eigentlichen Aussähen. 

Abhängig von der Menge der Zellsuspension nach der Prozessierung des 

Patientengewebes wurde entweder die gesamte Zellsuspension zur Kultur 

verwendet oder ein Teil wurde weggefroren. 

Das Matrigel wurde bei 4 °C in zusätzlich kühlenden Metallblöcken aufbewahrt, 

um Polymerisation zu verhindern, bis die Zellen ausgesät werden konnten. Ein 

0,5 mL Tube wurde auf Eis gelagert, um es zu kühlen. Das Verhältnis der in 

DMEM resuspendierten Zellen zu BME war 1:1,5, um solide Tropfen erhalten zu 

können. Die Tropfen waren bei einer 48-Well Platte 20 µl pro Well groß, bei einer 

96-Well Platte 10 µl pro Well. Die äußersten Reihen der Platten blieben frei. Etwa 

30-60 s nach dem Aussähen der Tropfen wurde die Platte herumgedreht und so 

für 30 min bei 37 °C in den Inkubator gestellt, damit das Matrigel polymerisierte. 

Nach dieser Zeit wurden jeweils 270 µl Medium vorsichtig in die Wells mit einem 

Matrigel Tropfen gegeben, indem man das Medium langsam von der Seite des 

Wells hinein pipettierte. So wurde einer Beschädigung der Matrigel 

Tropfenstruktur entgegengewirkt. 

PBS wurde in die leeren angrenzenden Reigen von Wells neben denen mit den 

Tropfen gefüllt und anschließend wurde die Platte im Inkubator bei 37 °C und 5 

% CO2 gelagert. 

Das Medium wurde alle 3-4 Tage gewechselt. Das frische Medium wurde vor 

dem Applizieren auf die Tropfen bei 37 °C erwärmt. 
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2.2.7. Passagieren und Einfrieren der Organoide 

Jede Organoidlinie wurde einzeln und voneinander getrennt kultiviert, doch für 

alle galt dasselbe Protokoll. Sobald die Organoide zu dicht und voll wuchsen oder 

kein Wachstum mehr nachgewiesen werden konnte, wurden diese passagiert. 

Dafür wurde zunächst das Zellkulturmedium vorsichtig, ohne die Tropfen mit der 

Pipettenspitze zu berühren, entfernt und in ein 15 mL Falkon gegeben. Die Zellen 

wurden einmal mit PBS gewaschen und dieses wurde daraufhin ebenfalls in den 

15 mL Falkon überführt. Für das Loslösen der Tropfen wurde entweder 1 mL 

TrypLE oder kaltes DMEM pro 6 Wells mit einer Pipettenspitze aufgenommen. 

Die Tropfen wurden mit derselben Pipettenspitze maschinell abgelöst und 

daraufhin wurde der Milliliter auf die Wells mit den abgelösten Tropfen verteilt. In 

jedem Well wurde die Zellsuspension resuspendiert, bevor sie in ein frisches 2 

mL Tube transferiert wurde. Die Wells, in denen zuvor die Tropfen waren, wurden 

erneut mit PBS gespült und dieses wurde in den 15 mL Falkon gegeben. 

Die Organoide, die mit TrypLE behandelt wurden, wurden noch für 5 min bei 1400 

rpm bei 37 °C inkubiert, wohingegen die Organoide behandelt mit DMEM direkt 

für den nächsten Schritt genutzt werden konnten. 

Um die Zellsuspension in dem 2 mL Tube mechanisch zu verkleinern, wurde eine 

27G Kanüle mit einer 1 mL Spritze verwendet. Mit dieser wurde die 

Zellsuspension 6-8-mal aufgezogen, um die Zellverbände voneinander zu 

trennen. 

Diese Suspension wurde daraufhin ebenfalls in das 15 mL Falkon gegeben. 

Nachdem die Spritze und das 2 mL Tube noch einmal mit PBS gespült wurden, 

gab man dieses noch als letztes in den 15 mL Falkon dazu. 

Das Falkon wurde für 10 min bei Raumtemperatur mit 1500 rpm zentrifugiert und 

der Überstand daraufhin entfernt. Abhängig mit der Zellpellet Größe wurde 

dieses in DMEM resuspendiert. Je nach gewünschter Well-Anzahl der neuen 

Passage wurden Organoide aus dem Zellpellet teilweise mit 700 µl Freezing 

Medium bei -80 °C eingefroren oder erneut komplett ausgesät. 
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2.2.8. Mikroskopische Dokumentation mit dem EVOS-Mikroskop 

Die Bilder der Organoide wurden immer direkt nach dem Aussähen (Tag 0) und 

vor dem Passagieren (letzter Tag der Passage sehr variabel 6-14) 

aufgenommen. Ansonsten jeden 3-4 Tag zur Dokumentation des 

Organoidwachstums und Entscheidung über das Passagieren (ergänzende 

Abb.1). 

Die Bilder wurden mit der Software M7000 von ThermoFisher aufgenommen. Die 

dabei verwendeten Einstellungen bestanden darin, etwa 80 % der Wells mit 4- 

facher Vergrößerung im 'transillumination mode' mit dem EVOS-Mikroskop. 

 
2.2.9. Paraformaldehyd-Fixation von Organoiden 

Um die Endometrioseorganoide zu fixieren, wurde zunächst das Medium aus 

jedem Well entfernt und alle Wells wurden einmal mit PBS gewaschen. Um das 

Matrigel aufzulösen, wurden 250 µl/ Well von Dispase (1 mg/mL) zu den Wells 

hinzugefügt, bevor die Tropfen mit einer Pipettenspitze abgelöst wurden. Die 

Platte wurde daraufhin für 15 min in den Inkubator bei 37 °C gelegt. 

Für jeden nachfolgenden Schritt wurden die Tuben und Pipetten Spitzen, die 

benutzt wurden, mit 1 % BSA in PBS ummantelt, um das Haften der Zellen an 

den Materialien und damit deren Verlust zu vermeiden. 

Nach der Inkubationszeit wurde die Zellsuspension in den Wells mit 1 mL 1% 

BSA/Well resuspendiert und dann in ein 15 mL Tube mit 2,0 mL 1% BSA darin 

transferiert. Die Zellen wurden einmal mit 1 % BSA gewaschen, in ein 15 mL 

Tube transferiert und daraufhin für 5 min mit 1025 rpm zentrifugiert. Der 

Überstand wurde abgenommen und 1 mL 3,7 % PFA wurde zu dem Zellpellet 

hinzugefügt. Nachdem das Ganze resuspendiert wurde, wurde die Probe in ein 

1,5 mL Tube überführt. Nachdem es darin für 30 min bei Raumtemperatur 

inkubierte, wurde die Probe bei 2000 rpm für 3 min zentrifugiert, der Überstand 

entfernt und in einen entsprechend gekennzeichneten Müll-Falkon gegeben. 

Nachdem das Zellpellet mit PBS gewaschen und erneut bei 2000 rpm für 3 min 

zentrifugiert wurde, wurde der Überstand erneut in ein PFA-Müll-Falkon 

gegeben. Im nächsten Schritt wurde das Zellpellet mit 250 µl 25 % EtOH 

resuspendiert und 10 min inkubiert. Daraufhin wurden 300 µl von 70 % EtOH in 
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die Suspension hinzugefügt und nach einer weiteren Inkubationszeit von 10 min 

noch einmal 600 µl von 96% EtOH. Die Probe wurde so bei 4 °C gelagert. 

 
2.2.10. Paraffin-Einbettung der Paraformaldehyd fixierten Organoide 

Histogel und eine 200 µl Pipettenspitze/Probe wurde in einem Wärmeblock bei 

65 Grad Celsius platziert. Der Überstand wurde von den bei 4 °C gelagerten PFA- 

fixierten Organoiden entfernt. Der obere Teil der Pipettenspitze wurde entfernt, 

auf Parafilm platziert und dann auf einen kalten Metallblock gelegt. 

Nun wurde das vorgewärmte Histogel zu dem Organoid Pellet gegeben und für 

30 s bei 65 °C inkubiert, bevor es zur mold für die Organoid Suspension mit einer 

in 1 % BSA ummantelten Pipettenspitze gegeben wurde. Das Pellet wurde 

daraufhin für 5 min bei -20 °C inkubiert. Die nun gefrorene Probe wurde in eine 

Einbettungskassette transferiert und für zwei Mal 1 h in 70 % EtOH inkubiert. 

Danach in 96 % EtOH für zwei Mal 1 h, ein Mal 1 h in EtOH und dann über Nacht 

in 100 % EtOH. 

Am nächsten Tag wurde die Probe für zwei Mal 1 h in Xylol und anschließend 

drei Mal 45 min in Paraffin platziert. Für jede Probe wurde jeweils ein 

Einbettungs-Metall bei 65 °C vorgewärmt, mit Paraffin aufgefüllt und nachdem 

das Organoid Pellet aus der Einbettungskassette genommen wurde, wurde 

dieses in der Mitte der mold platziert. 

Die Einbettungskassette wurde daraufgesetzt und mit Paraffin gefüllt. Nach 15 

min bei -20 °C wurde die Einbettungskassette mit dem Organoid Pellet von der 

Einbettungs Metall mold abgenommen und bei Raumtemperatur gelagert, bis sie 

geschnitten wurden. 

 
2.2.11.  Endparaffinierung der Paraffin-eingebetteten 

Organoidschnitte 

Die in Paraffin eingebetteten Organoide wurden vorbereitend geschnitten. Vor 

dem Endparaffinieren war es wichtig, die Organoide auf den Objektträgern zu 

kennzeichnen, indem man ihre Außengrenzen von der Rückseite des 

Objektträgers mit einem Diamantstift in das Glas einritzte. Dadurch würde man 

nach dem Endparaffinieren noch wissen, an welchen Stellen sich die Organoide 
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befinden. Für das Endparaffinieren der Objektträger wurden diese für drei Mal 10 

min in Xylol, zwei Mal 3 min in 100 % EtOH, zwei Mal 3 min in 96 % EtOH, ein 

Mal 3 min in 75 % EtOH und ein Mal 5 min in 75 % EtOH gegeben und 

anschließend 5 min in Wasser gewaschen. 

Bis die endparaffinierten Objektträger weiterverwendet wurden, wurden sie in 

PBS gelagert. 

 
2.2.12. Antigen-Retrieval der Endparaffinierten Organoidschnitte 

Die bereits vorbereiteten Puffer (Tabelle 5,6) wurden bei Raumtemperatur 

gelagert. Ein Glasbehälter wurde mit 300 mL Puffer aufgefüllt und in der 

Mikrowelle bei 800 Watt für etwa 2 min erhitzt, bis die Lösung eine Temperatur 

von über 90 °C erreichte. Daraufhin wurden die endparaffinierten Objektträger 

platziert in einem Metallgitter in den Behälter mit dem vorgewärmten Puffer 

gegeben und für 10 min bei 180 Watt in der Mikrowelle darin inkubiert. Dabei war 

zu beachten, dass der Puffer nicht zu kochen begann und eine Temperatur 

zwischen 90-100 °C während des Antigen-Retrieval beibehielt. Nach der 

Inkubationszeit sollte der Glasbehälter samt der Objektträger darin auf 

Raumtemperatur abkühlen. In der Zeit vor der weiteren Verarbeitung sollten die 

Objektträger nach dem Abkühlen in PBS gelagert werden. 

 
2.2.13.  Immunfluoreszenz Färbung bei Paraffin fixierten Organoiden 

und Paraformaldehyd-fixierten 2D Zellen 

Nach der Endparaffinierung und dem Antigen-Retrieval der Objektträger mit den 

darauf fixierten Organoiden waren die Voraussetzungen für die 

Immunfluoreszenz Färbung dieser erfüllt. Auf den Luft getrockneten 

Objektträgern wurden die Grenzen der Proben mit einem ImmEdge Fettstift 

eingekreist und stellen somit für nachfolgende Schritte eine Begrenzung dar. 

Alle nachfolgenden Inkubationen erfolgten im Dunklen innerhalb einer folierten 

Box bei Raumtemperatur. Alle Lösungen wurden in individueller Menge auf die 

eingekreisten Stellen aufgetragen, bis ein Kuppel-artiger Tropfen diese bedeckte. 

Alle Stellen mit Organoiden wurden mit „Pro Diamond DAPI“ überdeckt, welches 

zuvor bei 37 °C vorgewärmt wurde. 



2 Material und Methoden 30 
 

Zunächst wurden die Proben in PBS-T für 5 min gewaschen und daraufhin für 3 

min mit 0,2 % Triton X in PBS permeabilisiert. Nach einem weiteren Waschschritt 

für 3 mal 5 min mit PBS-T wurde die Probe für 30 min mit 4 % BSA in PBS-T 

geblockt. Als nächstes wurde der erste Antikörper in 4 % BSA in PBS-T 

entsprechend der Materialien verdünnt (Tabelle 7) und für 1 h auf die Organoide 

zur Inkubation gegeben. Bevor der zweite Antikörper auf die Organoide gegeben 

wurde, wurden diese noch 3-mal für 5 min mit PBS-T gewaschen. Der zweite 

Antikörper wurde ebenfalls in 4 % BSA in PBS-T entsprechend der Materialien 

verdünnt und inkubierte auch für 1 h bei Raumtemperatur. Als nächstes folgte ein 

weiterer Waschschritt für 3 mal 5 min mit PBS-T und danach eine Inkubation der 

Organoide in 1 x DAPI in PBS-T (1:1000) für 5 min. Die Coverslips wurden kurz 

in 100 % EtOH eingetaucht, danach luftgetrocknet und anschließend auf die 

Objektträger mit den Organoiden gegeben, nachdem 2 µl Mounting-Medium auf 

die Probe gegeben wurde. Das beschriebene Protokoll wurde ebenfalls für die 

PFA-fixierten 2D Zellen angewendet. Da diese jedoch auf Coverslips fixiert 

wurden, wurde alles auf die Coverslips appliziert. Am Ende wurden die Coverslips 

mit den nun gefärbten Zellen schnell in 100 % EtOH gegeben und luftgetrocknet. 

Das Mounting-Medium wurde auf einen leeren Objektträger appliziert und die 

Coverslips vorsichtig daraufgelegt. 

Die angefärbten Proben wurden über Nacht zunächst in einem flachen 

Objektträger im Dunklen bei Raumtemperatur gelagert und daraufhin bei 4 °C . 

 
2.2.14.  Mikroskopische Dokumentation der Immunfluoreszenz 

Färbung bei Organoiden und 2D Zellen 

Mindestens 24 h nach der Immunfluoreszenz Färbung konnten die Objektträger 

mikroskopiert werden. Die Bilder wurden mit der Software M7000 von 

ThermoFisher aufgenommen. Die allgemeinen Einstellungen waren 10, 20 und 

40-fache Vergrößerung in DAPI, GFP und Tx Red im EVOS Mikroskop. Licht und 

Exposition variierten bei den jeweiligen Bildern, wohingegen der Wert der 

Blendenstufe für alle Bilder konstant der Wert 1 war. 
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2.2.15. Plasmabehandlungen 
 

Abbildung 2: Systematische Darstellung des verwendeten DBD-Plasmageräts. Abgebildet 

sind die Aktivierung des Mediums durch das Gerät generierte NIPP und die einzelnen 

Einstellungen zur NIPP-Generierung. 

Die Plasmabehandlung erfolgte indirekt über die Aktivierung von Medium. Der 

Großteil der Plasmabehandlungen wurde durch Verwendung des DBD-Geräts 

durchgeführt. Parameter des Gerätes und des Mediums, welche bei der 

Herstellung des PAMs von Bedeutung waren, sind: verwendetes Gas, der 

Gasfluss, Amplitude und Frequenz des Plasmastrahls, Aktivierungszeit, der 

Abstand zwischen Flüssigkeitsoberfläche und Elektrode (gap distance), der 

Behälter des zu aktivierenden Mediums und die Menge des zu aktivierenden 

Mediums. 

Um die Sterilität des PAMs zu gewährleisten, wurde dabei beachtet, das zu 

aktivierende Medium unter einer sterilen Bank abzufüllen und den Behälter beim 

Herausnehmen mit dem Deckel zu verschließen. Der Deckel wurde erst innerhalb 

der Plasmakammer bei bereits laufenden Gasfluss abgenommen. Nach 

Beendigung der Aktivierung der Flüssigkeit mit Plasma wurde der Deckel erneut 

auf den Behälter gesetzt, ohne diesen aus dem Gasfluss zu entfernen. Dabei 

wurden stets Handschuhe getragen. 
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Eine Desinfizierung der Plasmakammer war ebenfalls möglich. So konnte die 

sterile Aktivierung des PAMs gewährleistet werden. Für das bei 3.4. vergleichend 

verwendete APPJ-Gerät wurden Amplitude, Frequenz und Gasfluss nicht 

manuell eingestellt. 

 
2.2.16.  Crystal-Violet staining Assay der Plasmabehandelten 2D- 

Zellen 

Für die Durchführung des Crystal Violet staining Assays wurde die 0,5 % Crystal 

Violet Lösung (100 ml) aus 500 mg Crystal Violet, 25 ml Methanol und 75 ml 

Wasser hergestellt. Die Lösung kann bei Raumtemperatur gelagert werden. 

Crystal Violet färbt Zellkerne in einer dunkellila Farbe und visualisiert lebende 

Zellen. Zunächst wurde das komplette Medium auf den adhärenten 2D-Zellen in 

einer 96-Well Platte entfernt, indem man es einmal kräftig in den Abwurf 

schüttete. Daraufhin wurden die Zellen für 10 min mit 100 % Methanol fixiert (50 

µl per Well). Das Methanol wurde auf dieselbe Weise entfernt wie zuvor das 

Medium. Nachdem man die Platte kurz hat trocknen lassen, wurde die Crystal 

Violet Lösung auf die Zellen gegeben (50 µl per Well). 

Das Crystal Violet inkubierte auf den Zellen für 3-4 h bei Raumtemperatur oder 

über Nacht bei einer Lagerung von 4 °C . 

Daraufhin wurde das Crystal Violet vorsichtig mit der Pipette entfernt, ohne die 

Wells zu berühren, um die Färbung nicht zu beschädigen. Die Platten wurden 

danach einige Male in Wasser ausgewaschen, bis sie keine Farbe mehr 

abgaben. 

Als letzten Schritt wurden die Platten verkehrtherum an den Deckel gelehnt über 

Nacht getrocknet und dabei von Alufolie bedeckt, sodass sie vor Licht geschützt 

waren. 

Die Platten wurden anschließend zur Auswertung eingescannt und mit ImageJ 

quantifiziert. 
 

 
2.2.17. CellTiter-Glo Assay der Plasmabehandelten 3D Zellen 

Zur Anwendung des CellTiter-Glo 3D Assays wurden die Organoide in einer 96- 

Well Platte kultiviert, bis die unbehandelten Kontrollen die gewünschte Dichte 
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und Größe erreicht hatten (nach 144 h, 72 h nach Beginn der PAM-Behandlung). 

Das CellTiter-Glo 3D Reagenz wurde vor Beginn des Assays für etwa eine 

Stunde aufgetaut, bis dieses Raumtemperatur erreichte. Die Zellkultur Platten 

wurden ebenfalls vor Beginn des Versuches auf Raumtemperatur gebracht. 

Zunächst wurde das Medium von den Organoiden entfernt und diese wurden mit 

PBS gewaschen. Daraufhin wurden 40 µl DMEM pro Well auf die Zellen gegeben 

und anschließend 50 µl des CellTiter-Glo 3D Reagenz. Die Platte wurde für 15 

min auf den Schüttler bei 900 rpm gestellt und mit Alufolie abgedeckt, um 

Lichteinflüsse zu vermeiden. Nach der Inkubationszeit wurde unter dem 

Mikroskop überprüft, ob das Matrigel in den Wells sich aufgelöst hat. Falls ja, 

wurden die 90 µl Zellsuspension pro Well resuspendiert und in eine weiße 96- 

Well Platte mit flachem Boden transferiert. 

Nach der Übertragung aller Wells auf die weiße 96-Well Platte konnte diese im 

Varioskan LUX ausgelesen werden. Hierfür wurde das Platten Layout in das 

Programm übertragen und folgenden Protokoll ausgewählt: Messordnung 1 

(Auslesung von links nach rechts), Lumineszenz (Zeit der Messung 1000 ms). 

 
2.2.18. Luciferase Assay zur Testung konditionierten Mediums 

Um das konditionierte Medium zu Testen wurden 10000/Well der Wnt-Reporter 

Zelllinie MDA-MB-231 in einer weißen 96-Well Platte für den Luciferase Steady- 

Glo Assay ausgesät. Einen Tag danach wurden die zu testenden konditionierten 

Medien in gewünschten Verdünnungen auf die Zellen gegeben (50 µl pro Well), 

nachdem deren Medium zuvor entfernt worden war und man sie mit PBS 

gewaschen hatte. 

Die Zellen inkubierten für 24 Stunden in den konditionierten Medien. Am 

nächsten Tag wurde das Steady-Glo Luciferase Reagenz aufgetaut, bis es 

Raumtemperatur erreichte. Das Medium wurde durch Verwendung der Vakuum 

Pumpe von den Zellen entfernt und diese wurden in 50 µl PBS pro Well inkubiert, 

bis sie ebenfalls Raumtemperatur erreichten. 

Anschließend wurde 50 µl des Luciferase Reagenz pro Well hinzugegeben, 

gemischt und bei 1500 rpm für 5 min zentrifugiert. 
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Die Inkubationszeit der Zellen in dem Reagenz betrug minimal 5 min und maximal 

5 h. Die Platte wurde im Varioskan LUX mit dem Lumineszenz Protokoll (Zeit der 

Messung 1000 ms) ausgelesen. 

 
2.2.19. Auswertung ImageJ 

Folgende Schritte der Auswertung erfolgten in ImageJ: 

• Zuschneiden der verwendeten Bilder: Edit > Selection > Specify; Image 

> Crop 

• Skalierung der verwendeten Bilder: Analyze > Set Scale; Analyze > Tools 

> Scale Bar 

• Bestimmung der Area Percentage: Image > Type > RBG-Stacks; Image 

> Adjust > Threshold; Analyze > Set Measurements; Analyze > Analyze 

Particles 

• Bestimmung der mittleren Organoid Durchmesser: Markierung der 

Organoide manuell mit freehand lines > Ctrl M > nach Messung der 

entsprechenden Organoid Anzahl: Results > Summarize 

 
2.2.20. Statistische Auswertung 

Die Auswertung und Darstellung der erhobenen Daten erfolgte durch Microsoft 

Excel, Microsoft PowerPoint und Prism (GraphPad). Die jeweils verwendeten 

Testverfahren wurden im zugehörigen Abschnitt erläutert. P-Werte < 0,05 wurden 

als statistisch signifikant gewertet. 
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3 Ergebnisse 

3.1. Etablierung verschiedener Konditionen der Plasmaaktivierung 

bei 2D kultivierten Endometriumkarzinomzelllinien 

Zunächst wurden die zellulären Effekte verschiedener Plasmaparameter für die 

PAM-Generierung an HEC-1A und hESC Zelllinien in 2D-Zellkultur 

charakterisiert. Um optimale Wachstumsbedingungen zu gewährleisten, wurden 

die Zelllinien außerhalb der PAM-Inkubationszeiten stets in DMEM FCS (10%) 

kultiviert. 

Als Standartparameter der PAM-Generierung mittels DBD-Plasmaquelle wurden 

ein Argongasfluss von 10 ln/min, eine Amplitude von 40 %, eine Frequenz von 

6000 Hz und ein Abstand von 5 mm zur Flüssigkeitsoberfläche definiert, die eine 

stabile und homogene Plasmaentladung gewährleisteten. Für die PAM- 

Generierung wurden stets definierte Volumina von DMEM (catalognumber: 

41965-039; DMEM, high glucose) in einer Zellkulturschale verwendet. Für die 

PAM-Inkubation wurden jeweils 3.000 Zellen und 100 µl PAM pro Well einer 96- 

Well Zellkulturplatte eingesetzt und für 4 h inkubiert. Je nach Fragestellung 

wurden PAM-Verdünnungen von 1:100, 1:50, 1:25, 1:12, 1:8, 1:4, 1:2 und 1:1 mit 

der Vehikelbehandelten (Argongas) Kontrolle verglichen. Die zelluläre Viabilität 

wurde nach Erreichen einer 100% Konfluenz der Kontrollen (5-7 Tage) mit 

Crystal Violet staining Assay ermittelt. 
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Abbildung 3: Etablierung verschiedener Parameter der Plasma Aktivierung bei in 2D 

kultivierten Endometriumkarzinomzelllinien. HEC-1A und hESC Zelllinien wurden mit PAM 

behandelt, das mittels oben angegebener Plasmaparameter generiert wurde. Zelllinien wurden 

mit Hilfe des Crystal Violet staining Assay nach 5-7 Tagen analysiert. Dosisabhängige relative 

Zellviabilität von HEC-1A und hESC Zellen nach frequenzabhänger PAM-Generierung mit 28,5 

kHz (a) und 6 kHz (b). Relative Zellviabilität von HEC-1A (c) und hESC (d) nach der Behandlung 

mit 10, 30 und 60 s aktiviertem PAM. Dosisabhängige relative Zellviabilität von HEC-1A (e) und 

hESC (f) abhängig von den angegebenen Aktivierungszeiten und PAM-Verdünnungen. 

Dosisabhängiges relatives Zellviabilität von HEC-1A (g) und hESC (h) Zellen nach der PAM- 

Behandlung mit schmalen Verdünnungsbandbreiten und abhängig von Aktivierungszeiten von 60 

und 120 s. Die Ergebnisse sind als Einzelwerte und Mittelwert ± SD nach n=3 unabhängigen 

Experimenten dargestellt. *p < 0,05, bestimmt durch gepaarten Student’s t-test. 

 

Um die Einflüsse von Amplitude und Frequenz auf die zellulären PAM-Effekte zu 

ermitteln, wurden Frequenzen zwischen 28,5 kHz und 6 kHz miteinander 

verglichen. PAM-Generierung mit einer Frequenz von 28,5 kHz zeigte einen 

signifikanten Einfluss auf die relative Zellviabilität der hESC Zelllinie ab einer 

PAM-Verdünnung von 1:50 (Aktivierungszeit: 120 s: Verdünnung: 1:50: 2,54-fold, 

p=0,02; 1:25: 78,36-fold, p=0,004; 1:12: 107,88-fold, p=0,004; 1:8: 206,78-fold, 

p=0,004; 1:4: 148,88-fold, p=0,004; 1:2: 126,17-fold, p=0,004; 1:1: 218,94-fold, 

p=0,004) und auf die relative Viabilität der HEC-1A Zelllinie ab einer PAM- 

Verdünnung von 1:25 (Aktivierungszeit: 120 s: Verdünnung: 1:25: 12,77-fold, 

p=0,002; 1:12: 407,24-fold, p=0,0002; 1:8: 515,83-fold, p=0,0002; 1:4: 396,8-fold, 

p=0,0002; 1:2: 442,14-fold, p=0,0002; 1:1: 74,04-fold, p=0,0002). 

Der starke zytotoxische Einfluss des PAMs bei bereits hohen Verdünnungsstufen 

wurde sowohl auf die Verwendung der hohen Frequenz von 28,5 kHz als auch 

das geringe plasmaaktivierte DMEM Volumen zurückgeführt. In einem zweiten 

Versuchsaufbau (Abb.3b) wurden folgende Parameter optimiert: 

Als optimierte Parameter wurden eine Frequenz von 6 kHz sowie ein Volumen 

von 7 ml DMEM in einer 5 cm Zellkulturschale gewählt. 

Per Crystal Violet staining Assay konnte auch mittels optimierter Parameter ein 

signifikanter Einfluss des PAMs auf das relative Zellviabilität der hESC Zelllinie 

ab einer Verdünnung von 1:25 (Aktivierungszeit: 120 s: Verdünnung: 1:25: 1,44- 

fold, p=0,012; 1:12: 2,21-fold, p=0,017; 1:8: 4,47-fold, p=0,0004; 1:4: 33,75-fold, 
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p=0,0001; 1:2: 42,86-fold, p=0,0002; 1:1: 23,38-fold, p=0,0001) und auf die HEC- 

1A Zelllinie ab 1:4 (Aktivierungszeit 120 s: Verdünnung: 1:4: 18,52-fold, 

p=0,0003; 1:2: 255,5-fold, p=0,0002; 1:1: 389,97-fold, p=0,0002) (Abb.3b). 

Diese oben genannten optimierten Parameter (Frequenz: 6 kHz, Amplitude: 40 

%, DMEM Volumen: 7 ml, Fläche: 5 cm Zellkulturschale) der PAM-Generierung 

wurden für nachfolgende Experimente konsequent weiterverwendet. 

In einem zweiten Schritt wurde der Einfluss der Aktivierungszeit auf die relative 

Zellviabilität von HEC-1A (Abb.3c) und hESC (Abb.3d) untersucht. Hierfür 

wurden Aktivierungszeiten von 10, 30 und 60 s und zunächst keine PAM- 

Verdünnungsstufen (Verhältnis 1:1) verwendet. Sowohl bei HEC-1A (Abb.3c) als 

auch hESC (Abb.3d) konnte ein signifikanter Einfluss des PAMs auf die relative 

Zellviabilität ab einer Aktivierungszeit von 30 s gezeigt werden (Verdünnung: 1:1: 

HEC-1A: Aktivierungszeit: 30 s: 5,63-fold, p=0,0009; 60 s: 54,94-fold, 

p=7,2388E-05; hESC: Aktivierungszeit: 30 s: 35,46-fold, p=0,003; 60 s: 137,61- 

fold, p=0,0002). 

Im nächsten Schritt wurden die Aktivierungszeiten von 30 und 60 s für HEC-1A 

(Abb.3e) und hESC (Abb.3f) um weitere Aktivierungszeiten von 90 und 120 s 

erweitert und von diesen Aktivierungszeiten zusätzlich unterschiedliche PAM- 

Verdünnungsstufen (1:100, 1:50, 1:25, 1:12, 1:8, 1:4, 1:2 und 1:1 sowie 

Argonkontrolle) untersucht. 

Bei HEC-1A (Abb.3e) wurde bei einer Aktivierungszeit von 30 s erst bei der 

Verwendung von 1:1 PAM ein Einfluss auf die relative Zellviabilität nachgewiesen 

(Aktivierungszeit: 30 s: Verdünnung: 1:1: 1,1-fold, p=0,048). 

Wohingegen bei 60 s bereits ab einer Verdünnungsstufe von 1:4 eine 

durchgängige Signifikanz festzustellen war (Aktivierungszeit: 60 s: Verdünnung: 

1:4: 1,04-fold, p=0,02; 1:2: 1,3-fold, p=0,006; 1:1: 2,57-fold, p=0,002). 

Mit einer Aktivierungszeit von 90 s zeigte sich ab einer PAM-Verdünnungsstufe 

von 1:8-1:1 ein signifikanter Einfluss auf die Zellviabilität von HEC-1A 

(Aktiverungszeit: 90 s: Verdünnung: 1:8: 1,14-fold, p=0,04; 1:4: 5,81-fold, 

p=0,0006; 1:2: 74,04-fold, p=0,0002; 1:1: 483,6-fold, p=0,0002). Bei 120 s 

Aktivierungszeit konnte ein durchgängiger signifikanter Effekt auf die relative 

Zellviabilität ab einer Verdünnung von 1:8 aufgezeigt werden (Aktivierungszeit: 
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120 s: Verdünnung: 1:8: 1,18-fold, p=0,03; 1:4: 9,35-fold, p=0,00004; 1:2: 369,44- 

fold, p=0,0002; 1:1: 1588,6-fold, p=0,0002). 

Bei hESC (Abb.3f) konnte bei einer Aktivierungszeit von 30 s keine Signifikanz 

nachgewiesen werden. Unter Verwendung einer Aktivierungszeit von 60 s wurde 

ein signifikanter Einfluss auf die relative Zellviabilität ab einer Verdünnung von 

1:2 gezeigt (Aktivierungszeit: 60 s: Verdünnung: 1:2: 3,68-fold, p=0,04; 1:1: 

126,12-fold, p=0,03). 

Unter Verwendung einer Aktivierungszeit von 90 s wurde bei einer höheren 

Verdünnungsstufe bereits eine Signifikanz bezüglich der relativen Zellviabilität 

festgestellt (1:25) als bei 120 s (1:12) (Aktivierungszeit: 90 s: Verdünnung: 1:25: 

1,21-fold, p=0,01; 1:12: 2,92-fold, p=0,009; 1:8: 14,75-fold, p=0,0007; 1:4: 84,86- 

fold,  p=0,0006;  1:2:  114,49-fold,  p=0,0008;  1:1:  94,91-fold,  p=0,0009) 

(Aktivierungszeit: 120 s: Verdünnung: 1:12: 2,6-fold, p=0,03; 1:8: 10,32-fold, 

p=0,002; 1:4: 81,51-fold, p=0,0009; 1:2: 66,14-fold, p=0,0008; 1:1: 56,04-fold, 

p=0,0009). 

In weiteren Experimenten wurde der PAM Wirkbereich zwischen den 

Verdünnungsstufen 1:10 und 1:1 höher aufgelöst (1:10, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:3, 

3:4, 1:1) (Abb.3g,h) mit den Aktivierungszeiten 60 und 120 s untersucht. 

Bei einer Aktivierungszeit von 60 s wurde bei HEC-1A (Abb.3g) ein signifikanter 

Einfluss auf die relative Zellviabilität ab einer Verdünnung von 1:7 gezeigt 

(Aktivierungszeit: 60 s: Verdünnung: 1:7: 1,22-fold, p=0,02; 1:6: 1,4-fold, p=0,03; 

1:5: 3,0-fold, p=0,002; 1:3: 10,13-fold, p=0,0006; 3:4: 233,95-fold, p=0,0006; 1:1: 

136,66-fold, p=0,0006). Bei der hESC Zelllinie (Abb.3h) konnte ebenfalls ab einer 

Verdünnung von 1:7 eine signifikante Reduktion der relativen Zellviabilität 

beobachtet werden (Aktivierungszeit: 60 s: Verdünnung: 1:7: 1,2-fold, p=0,03; 

1:5: 2,24-fold, p=0,02; 1:3: 8,27-fold, p=0,0005; 3:4: 12,83-fold, p=0,001; 1:1: 

8,07-fold, p=0,0003). Für eine Aktivierungszeit von 120 s wurde bei HEC-1A 

(Abb.3g) ab einer PAM-Verdünnungsstufe von 1:8 eine Signifikanz bezüglich der 

relativen Zellviabilität nachgewiesen und bei hESC (Abb.3h) bereits ab 1:10 

(Aktivierungszeit: 120 s, HEC-1A: Verdünnung: 1:8: 2,14-fold, p=0,009; 1-7: 4,54- 

fold, p=0,00005; 1:6: 18,8-fold, p=0,0007; 1:5: 10,35-fold, p=0,0005; 1:3: 350,48- 

fold, p=0,0004; 3:4: 1051,43-fold, p=0,0003; 1:1: 2453,33-fold, p=0,0003; hESC: 
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Verdünnung: 1:10: 3,19-fold, p=0,002; 1:8: 4,22-fold, p=0,0008; 1-7: 4,39-fold, 

p=0,003; 1:6: 11,51-fold, p=0,0002; 1:5: 7,98-fold, p=0,002; 1:3: 24,45-fold, 

p=0,0002; 3:4: 23,65-fold, p=0,0002; 1:1: 22,76-fold, p=0,0005). 

Im Hinblick auf eine potentielle klinische Anwendung, ist die Aktivierung 

alternativer und klinisch etablierter Medien im Vergleich zu plasmaaktiviertem 

DMEM von Relevanz. Im Folgenden wurde der zytotoxische Effekt von jeweils 

120 s plasmaaktiviertem NaCl (Abb.4a) und PBS (Abb.4b) auf HEC-1A und 

hESC-Zelllinien untersucht. Sowohl für plasmaaktiviertes NaCl (Abb.4a) als auch 

für plasmaaktiviertes PBS (Abb.4b) konnte ein signifikanter Einfluss auf die 

relative Zellviabilität von HEC-1A und hESC für die Verdünnungen 1:8, 1:4 und 

1:1 nachgewiesen werden (Medium: NaCl: Aktivierungszeit: 120 s, HEC-1A: 

Verdünnung: 1:8: 1,17-fold, p=0,03; 1:4: 5,06-fold, p=0,0004; 1:1: 3034,2-fold, 

p=0,0003; hESC: Verdünnung: 1:8: 1,48-fold, p=0,04; 1:4: 16,98-fold, p=0,001; 

1:1: 29,22-fold, p=0,0009; Medium: PBS: Aktivierungszeit: 120 s, HEC-1A: 

Verdünnung: 1:8: 1,27-fold, p=0,002; 1:4: 11,7-fold, p=0,00002; 1:1: 88,4-fold, 

p=0,00002; hESC: Verdünnung: 1:8: 2,05-fold, p=0,002; 1:4: 17,99-fold, p=0,008; 

1:1: 21,32-fold, p=0,006). 

 

 

Abbildung 4: Charakterisierung unterschiedlicher Medien zur PAM-Generierung. HEC-1A 

und hESC wurden für 4 h mit 120 s aktiviertem NaCl (Abb.4a) und PBS (Abb.4b) in verschiedenen 

PAM-Verdünnungsstufen behandelt. Die relative Zellviabilität wurde nach 5-7 Tagen mittels 

Crystal Violet staining Assay bestimmt. Die Ergebnisse sind als Einzelwerte und Mittelwert ± SD 

nach n=3 unabhängigen Experimenten dargestellt. *p < 0,05, bestimmt durch gepaarten 

Student’s t-test. 
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Unter Verwendung der HEC-1A Zelllinie generiert aus malignen Ursprungszellen 

und der hESC Zelllinie generiert aus benignen ließen sich zusammenfassend aus 

den obigen Versuchen bezüglich Aktivierungszeit und Verdünnungen des PAMs 

folgende Erkenntnisse gewinnen. 

Eine Aktivierungszeit von 30 s hat zu den gegebenen Bedingungen höchstens 

bei einer Konzentration des PAMs von 100 % einen signifikanten Einfluss auf die 

zelluläre Viabilität der untersuchten Zelllinien HEC-1A und hESC. 

PAM spezifische Effekte auf HEC-1A und hESC sind sowohl von der 

Aktivierungszeit abhängig, als auch vom Volumen des aktivierten Mediums. 

Signifikante Effekte auf die zelluläre Viabilität können dosisabhängig auch bei 

PAM-Verdünnungsstufen nachgewiesen werden. 

Insgesamt weist die Zelllinie hESC eine höhere PAM-Sensibilität auf als HEC- 

1A. 

Auch die Aktivierung von NaCl und PBS als klinisch relevante Medien führt bei 

einer Aktivierungszeit von 120 s zu einer signifikant verringerten zellulären 

Viabilität von HEC-1A und hESC Zellen. 

Für nachfolgende Experimente wurden die hier festgelegten Standardparameter 

der Plasmaaktivierung beibehalten. Diese umfassen einen Argon Gasfluss von 

10 ln/min, eine Frequenz von 6000 Hz, eine Amplitude von 40 %, einen Abstand 

zwischen Plasmaquelle und Flüssigkeitsoberfläche von 5 mm und die Aktivierung 

von 7 mL DMEM (Katalognummer: 41965-039; DMEM, high glucose) in einer 5 

cm Zellkulturschale. Aktivierungszeiten und PAM-Verdünnungsstufen gelten 

hingegen als veränderbare Variablen, um stärkere PAM-induzierte Effekte zu 

erzielen. 

 

3.2. Beurteilung PAM-induzierter DNA-Doppelstrangbrüche in 

Zelllinien 

DNA-Doppelstrangbrüche sind häufig beschriebene Einflüsse direkter 

Plasmabehandlung auf die Integrität genomischer DNA (81, 168-170). Um PAM- 

Effekte auf die DNA-Integrität zu untersuchen, wurden HEC-1A Zellen mit 60 

(Abb. 5a) und 120 (Abb. 5b) s aktivierten PAM für 4 h inkubiert. 
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Neben den effektiven Aktivierungszeiten wurden Verdünnungsstufen des PAMs 

verwendet, mit denen zuvor bereits ein signifikanter Effekt auf die Zellen 

nachgewiesen werden konnte: 1:8, 1:4, 1:1. Nach PAM-Behandlung wurden die 

Zellen PFA-fixiert und anschließend mit anti-yH2AX spezifischen Antikörpern 

markiert. Die repräsentative IF-Mikroskopie der HEC-1A Zellen in 40-facher 

Vergrößerung und den angegeben Plasmakonzentrationen ist für 60 (Abb.5a) 

und 120 (Abb.5b) s Aktivierungszeit dargestellt. Zur Bestimmung der relativen 

yH2AX Area pro Zellkern wurden die Zellen zusätzlich mit DAPI gefärbt. 

Als Positivkontrolle wurden HEC-1A Zellen verwendet, die für 2 h mit dem 1:1000 

verdünnten Chemotherapeutikum Doxorubicin inkubiert wurden (Abb.5c). 

Abbildung 3d zeigt die relative yH2AX Area nach Behandlung mit 60 und 120 s 

aktiviertem PAM verglichen mit der Doxorubicin behandelten Positivkontrolle 

(Abb.5d). Bereits ab einer PAM-Verdünnungsstufe von 1:8 und sowohl für 60 als 

auch von 120 s Aktivierungszeit konnte ein signifikanter Anstieg der yH2AX 

positiven Area pro Zellkern nachgewiesen werden (Aktivierungszeit: 60 s: 

Verdünnung: 1:8: 3,82-fold, p=0,004; 1:4: 7,89-fold, p=0,004; 1:1: 21,84-fold, 

p=0,0002; Aktivierungszeit: 120 s: Verdünnung: 1:8: 5,14-fold, p=0,02; 1:4: 

44,58-fold, p=0,0002; 1:1: 46,14-fold, p= 0,002; Doxorubicin: Verdünnung: 1:1: 

56,91-fold, p=0,0001). 
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Abbildung 5: PAM-induzierte dsDNA Doppelstrangbrüche. (a,b) Repräsentative IF 

Mikroskopie der HEC-1A Zellen nach Behandlung mit angegebenen PAM-Verdünnungsstufen für 

die Aktivierungszeiten von 60 (a) und 120 (b) s nach PFA Fixierung und yH2AX Färbung. Die 

Positivkontrollen wurden 2 h mit 1:1000 Doxorubicin inkubiert (c). (d) Relative Area des yH2AX 

Signals in PAM und Doxorubicin behandelten HEC-1A Zellen normalisiert zu DAPI, also pro 

Zellkern verglichen zur Argonkontrolle. Die relative yH2AX Area wurde mit ImageJ kalkuliert. Die 
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Ergebnisse sind als Einzelwerte und Mittelwert ± SD nach n=3 unabhängigen Experimenten 

dargestellt. *p < 0,05, bestimmt durch gepaarten Student’s t-test. 

 

 

3.3. Optimierung des Kulturmediums für die aus Patientenproben 

gewonnenen Endometrioseorganoide 

Im nächsten Schritt der Arbeit wurden patientinnenspezifische Organoidsysteme 

zur Kultur von primärem Endometriosegewebe etabliert. Um optimale 

Wachstumsbedingungen zu ermöglichen, müssen die primären 

Endometrioseorganoide in einem Alternativmedium kultiviert werden verglichen 

mit den zuvor verwendeten 2D-Zellkulturmedium (siehe Material und Methoden). 

Zu den Bestandteilen dieses Mediums für Organoide gehören jedoch 

Antioxidantien, die die zytotoxischen Effekte des PAMs nachgewiesen 

abschwächen (110, 159, 167). Das Zellkulturmedium der Organoide 

(Standardmedium: SM) beinhaltet verglichen mit dem für 2D-Zellen verwendeten 

DMEM FCS (10%) antioxidativ wirksame Bestandteile wie Sodium pyruvate 

(Pyruvat), B27 Supplement und N-Acetylcystein (NAC) (159, 167, 171, 172). Um 

eine Wirkreduktion durch antioxidative Bestandteile des etablierten 

Standardmediums (SM) für Organoide zu vermeiden, galt es diese im Zeitraum 

der PAM-Behandlung zu ersetzen oder ersatzlos zu kürzen, ohne dass es 

Einfluss auf die Kultur der Organoide hat. 

Für die Zusammensetzung des für die PAM-Behandlung optimierten Mediums 

(OM) wurde DMEM (Katalognummer: 41965-039; DMEM, high glucose) als Basis 

gewählt, welches im Gegensatz zu dem zuvor als Basis verwendeten Advanced 

DMEM +++ (mit P/S, GlutaMax und HEPES) kein Pyruvat enthält. Von B27 wurde 

eine Formulierung ohne Antioxidantien verwendet. NAC wurde aus der 

Mediumzusammensetzung gekürzt. 

Auch konditioniertes Medium für die weitere Kultur der Organoide wurde mit 

DMEM als Basis etabliert (RN10) und mittels Luciferase-Steady-Glo Assay 

getestet. Advanced DMEM wurde außerdem bei der Probengewinnung und beim 

Passaieren der Organoide durch DMEM ersetzt, wodurch keine Unterschiede 

bezüglich des Organoidwachstums festgestellt werden konnten. 
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Repräsentative mikroskopische Phasenkontrastaufnahmen zeigen primäre 

Endometrioseorganoide derselben Patientenprobe, die mit Standardmedium 

(SM) und optimiertem Medium (OM) kultiviert wurden (Fig.6). Es zeigten sich 

keine Unterschiede des Organoidwachstums zwischen konventionellem SM und 

dem für die PAM-Generierung etabliertem OM. 

 

 

Abbildung 6: Entwicklung des optimierten Mediums der Endometrioseorganoide für PAM- 

Therapie. Exemplarische Gegenüberstellung von repräsentativen mikroskopischen 

Phasenkontrastaufnahmen derselben Endometrioseorganoidlinie kultiviert im Standardmedium 

(SM) für Organoide und im für PAM-Therapien optimiertem Medium (OM) am ersten Tag der 

Passage (Tag 0) und am letzten (Tag 14). Aufnahmen erfolgten mit dem EVOS-Mikroskop in 4- 

facher Vergrößerung. 
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3.4. Effekte verschiedener PAM-Konditionen auf die aus 

Patientenproben gewonnenen Endometrioseorganoide 

Nach der Untersuchung der PAM abhängigen Reduktion der Zellviabilität in 2D 

kultiviertem Endometriosegewebe folgend, wurde im nächsten Schritt der Effekt 

unterschiedlicher Parameter der PAM-Generierung in primären 3D 

Endometrioseorganoiden analysiert. 

 
3.4.1. Patientenkollektiv 

Die nachfolgend aufgelisteten Gewebeproben von Patientinnen wurden als 

Organoide in OM kultiviert und in den folgenden Versuchen mit Plasma 

aktivierten Medium verwendet. 

 
Tabelle 10 

 

 Patientenalter Endometriose Ursprung 

Endometriose #1 (51) 33 parakolisch rechts 

Endometriose #2 (53A) 38 Beckenwand rechts 

Endometriose #3 (58B) 38 Blase 

Endometriose #4 (58C) 38 Tube links 

 
 

 

3.4.2. Untersuchung der Einflüsse auf das Organoidwachstum durch PAM 

Die für die Behandlung der primären Endometrioseorganoide verwendeten PAM- 

Verdünnungsstufen wurden aus den Vorexperimenten mit HEC-1A (3.1.,3.2.) 

und hESC (3.1.) in 2D-Zellkultursystemen adaptiert. Die PAM-Behandlung der 

Endometrioseorganoide erfolgte entweder einen Tag nach dem Aussähen der 

Organoide in BME (Abb.7a,b) oder der Endometrioseeinzelzellen noch vor dem 

Aussähen der Zellen in BME (Abb.7c). Für die Dokumentation des Wachstums 

der Endometrioseorganoide wurden Phasenkontrastaufnahmen der 48-Well 

Platten angefertigt (EVOS). Zur quantitativen Auswertung des Organoid 

Wachstums wurde per ImageJ der fold-increase der Organoide bestimmt 

(Abb.7a-c). Hierfür wurden in den Bildern der Organoide an Tag 0 und dem 
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letzten Tag der Passage jeweils die Durchmesser von 30 Organoiden manuell im 

µm bestimmt. 

Zunächst wurden die Endometrioseorganoide für 4 h mit 120 s aktiviertem PAM 

in den Verdünnungsstufen 1:8, 1:4 und 1:1 behandelt (Abb.7a). Die 

repräsentativen Phasenkontrastaufnahmen der Endometrioseorganoide zeigen 

den Vergleich zwischen der Kontrolle und den mit der PAM-Verdünnungsstufe 

1:1 behandelten Organoide am letzten Tag der Passage (Tag 7) (Abb.7a). 

Daneben grafisch dargestellt der fold-increase von Tag 0-7 der mit 

unterschiedlichen PAM-Verdünnungsstufen behandelten Organoide verglichen 

zur Kontrolle (Abb.7a). Im Ergebnis hatte die PAM-Behandlung unabhängig von 

den eingesetzten PAM-Verdünnungsstufen keinen signifikanten Einfluss auf das 

Wachstum der primären Endometrioseorganoide. 

Auch weitere alternierende Parameter der PAM-Generierung wie eine 

verlängerte PAM-Inkubationszeit von 8 und 24 h sowie verlängerte PAM- 

Aktivierungszeiten von 180 und 300 s als auch deren Kombination resultierte in 

keiner Hemmung des Wachstums der Endometrioseorganoide (Ergänzende 

Abb.2 a,b,c,d). 

In einem folgenden Schritt wurden die Effekte einer PAM-Generierung mit einer 

alternativen Plasmaquelle Atmospheric pressure plasma jet (APPJ, kINPen med) 

auf das Wachstum primärer Endometrioseorganoide untersucht. 

Variable Parameter wurden an die Versuche mit der DBD-Quelle angepasst: 

Abstand: 5 mm, DMEM Volumen 7 ml, Oberfläche 5 cm, Aktivierungszeit: 120 s, 

PAM Inkubationszeit: 24 h. 

Repräsentative Phasenkontrastaufnahmen (EVOS) der 1:1 PAM behandelten 

Endometrioseorganoide sowie der gemessene fold-increase verglichen mit der 

Argonkontrolle an Tag 0 und Tag 6 sind in Abbildung 7b dargestellt. Auch in 

diesem Versuchsaufbau konnte weder durch die DBD-Quelle, noch durch den 

APPJ ein signifikanter PAM-Einfluss auf das Wachstum (fold-increase Tag 0-6) 

primärer Endometrioseorganoide festgestellt werden (Abb.7b). 

Da die bisher verwendeten Parameter zur PAM-Generierung, für die ein 

signifikanter Einfluss bezüglich der relativen Zellviabilität im 2D-Modell 

nachgewiesen werden konnte, auf die primären Endometriosorganoide auch 
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nach deren Verstärkung keinen limitierenden Einfluss bezüglich des 

Organoidwachstums hatten, sollte im nächsten Schritt das verwendete Matrigel 

(BME) als abschwächender Faktor der Wirksamkeit des PAMs überprüft werden. 

Denn im Gegensatz zu 2D-Zellen werden die Endometrioseorganoide nach dem 

Splitten mit Matrigel ausgesäht und wachsen eingebettet in dem tropfenförmigen 

Matrigel in ihrer 3D-Struktur. 

Um das Matrigel als limitierenden Faktor der PAM-Wirksamkeit auszuschließen, 

wurden im Folgenden Versuch (Abb.7c) die Endometrioseorganoide gesplittet, 

mechanisch und enzymatisch zu Einzelzellen zerkleinert und vor dem Aussähen 

mit PAM behandelt, bevor sie mit Matrigel in Berührung kommen. 

Die Einzelzellen wurden auf 0,5 ml Tubes aufgeteilt, sodass pro PAM- 

Verdünnungsstufe 13,5 µl Zellsuspension in den Tubes waren. Die verwendeten 

PAM-Verdünnungsstufen waren 1:4, 1:2 und 1:1 bei einer Aktivierungszeit von 

180 s und einer Inkubationszeit von 4 h. Nach der PAM-Inkubation wurde die 

Endometriosezellen per Zentrifugation vom Zellkulturüberstand Zellsuspension 

getrennt und die Zellen wurden regulär in Matrigel ausgesät. Entsprechend der 

Vorversuche wurde das Organoidwachstum am letzten Tag der Passage (Tag 6) 

beurteilt. Abbildung 7c zeigt die repräsentative Phasenkontrastmikroskopie und 

zugehörige fold-increases der ohne Zusatz von BME behandelten 

Endometrioseorganoide (Tag 6, PAM-Verdünnungsstufe 1:1) verglichen mit der 

Argonkontrolle. 

Kongruent zu den Vorversuchen konnte die PAM-Behandlung auch ohne BME- 

Zusatz keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstum primärer 

Endometrioseorganoide nachgewiesen werden. 

Dieser fehlende Einfluss kann auf Verschiedenes zurückgeführt werden, was im 

Folgenden durch weitere Versuche eingegrenzt werden soll. Die Möglichkeit 

molekularer Effekte induziert durch PAM verglichen zu unbehandelten 

Kontrollen, Limitationen der Therapie aufgrund des 3D-Organoid-Modells 

generell und auch das optimierte Organoidmedium als limitierender Faktor auf 

die PAM-Behandlung werden im Nachfolgenden weiter untersucht (4.4.3,4.5.). 
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Abbildung 7: Effekte verschiedener Parameter der PAM-Generierung und 

unterschiedlicher PAM-Verdünnungsstufen auf das Wachstum primärer 

Endometrioseorganoide. (a) Fold-increase des Wachstums primärer Endometrioserganoide 

nach 4 h PAM-Inkubationszeit mit 120 s aktiviertem PAM (DBD-Quelle) in angegebenen PAM- 

Verdünnungsstufen. (b) Fold-increase der aus Patientenproben gewonnenen 

Endometrioseorganoiden nach 24 h Inkubationszeit mit 120 s aktiviertem PAM unter Verwendung 

verschiedener NIPP Geräte. (c) Fold-increase des Wachstums primärer Endometrioserganoide 

nach 4 h PAM-Behandlung der Endometrioseeinzelzellen vor der Aussaat in BME und Formation 

der Endometrioseorganoide mit 180 s aktiviertem PAM (DBD-Quelle). Fold-increases wurden als 

Mittelwert der Durchmesser manuell ausgezählter Organoide (30 pro Bild) an Tag 0 und dem 

letzten Tag der Passage in µm durch die Verwendung von ImageJ kalkuliert. Die Ergebnisse sind 

als Einzelwerte und Mittelwert ± SD nach n=3 unabhängigen Experimenten dargestellt. *p < 0,05, 

bestimmt durch gepaarten Student’s t-test. 
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3.4.3. PAM-Effekte auf zelluläre Struktur- und Proliferationsmarker sowie 

DNA-Doppelstrangbrüche in primären Endometrioseorganoiden. 

Makroskopisch resultierte die PAM-Behandlung von Endometrioseorganoiden in 

keinen Veränderungen des Organoidwachstums. Im nächsten Schritt wurde ein 

möglicher PAM-Effekt auf verschiedene zelluläre Struktur- (Zytokeratin) und 

Proliferationsmarker (Ki67 und p53) sowie DNA-Doppelstrangbrüche (yH2AX) 

untersucht. Primäre Endometrioseorganoide wurden für 24 h mit 180 s 

aktiviertem PAM (1:1) inkubiert, nach 24 oder 72 h mit PFA fixiert und mit 

spezifischen Antikörpern gegen Zytokeratin, Ki67, p53 und yH2AX gefärbt 

(Abb.8). 

Zunächst wurde ein spezifischer Antikörper gegen Zytokeratin (anti-Zytokeratin- 

Antikörper; MA5-28561; Invitrogen) verwendet, um den epithelialen Ursprung der 

Endometrioseorganoide zu charakterisieren (Abb.8). 

Wie bereits in Abschnitt 3.2. in 2D Zellkultur durchgeführt, wurden auch in den 

primären Endometrioseorganoiden die mögliche Induktion von DNA- 

Doppelstrangbrüche durch PAM mittels spezifischer Antikörper gegen yH2AX 

(anti-yH2AX-Antikörper; 05-636; Upsate) untersucht (Abb.8). Als antiproliferativer 

Marker für Apoptose- und Zellzyklusarrest wurde p53 (anti-p53- Antikörper; SC-

126; Santa Cruz), als Proliferationsmarker Ki67 (anti-Ki67- Antikörper; 16667; 

Abcam) antikörpergefärbt (Abb. 8). 
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Abbildung 8: PAM-Effekte auf verschiedene Faktoren der Zellstruktur und -proliferation 

sowie induzierte DNA Doppelstrangbrüche in primären Endometrioseorganoiden. 

Repräsentative IF-Mikroskopie der PFA-fixierten Endometrioseorganoide nach 24-stündiger 

PAM-Behandlung mit 100 % PAM verglichen zur unbehandelten Kontrolle. Endomrtioserganoide 

und entsprechende Kontrollen wurden direkt nach PAM-Behanldung fixiert und nach 72 h. 

 

 

Weder nach 24 noch 72 h wurde ein erkennbarer Unterschied der Expression 

o.g. Faktoren nach PAM-Behandlung nachgewiesen werden. 

In Übereinstimmung mit den Ergebnissen aus Abschnitt 3.4.2. zeigen neben dem 

fehlenden Einfluss auf das Organoidwachstum weder Faktoren der Zellstruktur 

und -proliferation eine veränderte Expression nach PAM-Behandlung, noch 

werden DNA-Doppelstrangbrüche induziert. 
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3.5. Dosisabhängige PAM-Effekte auf Organoide aus 

Endometriumkarzinomzelllinien 

Zur Überprüfung, ob die Verwendung des Organoidmodells an sich Grund für die 

fehlenden Effekte auf die aus Patientengewebe gewonnenen 

Endometrioseorganoide darstellt, wurden im Folgenden die bereits für 3.1. und 

3.2. verwendete Endometriumkarzinomzelllinie HEC-1A als Organoidmodell 

kultiviert. 

Im nächsten Schritt wurden PAM-Effekte in malignen 

Endometriumkarzinomorganoiden basierend auf HEC-1A Zellen untersucht. 

Zunächst wurden 2.000 HEC-1A Zellen per Well in Matrigel ausgesät und für 72 

h in DMEM FCS (10 %) (Abb.9a,b) und optimiertem Organoidmedium (OM) 

(Abb.9c,d) kultiviert. Daraufhin wurden die HEC-1A Organoide mit 180 s 

aktiviertem PAM in den Verdünnungsstufen 1:4, 1:2 und 1:1 für 8 und 24 h 

inkubiert. Nach der PAM-Inkubation wurden die HEC-1A Organoide bis zum 

Zeitpunkt von 144 h nach Zellaussaat in DMEM FCS (10%) (Abb.9a,b) und 

optimiertem Organoidmedium (OM) (Abb. 9c,d) kultiviert. Die relative zelluläre 

Viabilität wurde 144 h nach Zellaussaat per CellTiterGlo Assays bestimmt. 

Für eine Inkubationszeit von 8 h konnte ein signifikanter Einfluss auf die relative 

Zellviabilität in den mit DMEM FCS (10%) kultivierten HEC-1A ab einer PAM- 

Verdünnungsstufe von 1:2 nachgewiesen werden (Abb.9b), wohingegen bei den 

im OM kultivierten Organoiden keine Signifikanz festgestellt werden konnte 

(Abb.9d) (Inkubationszeit: 8 h: DMEM FCS (10%): Verdünnung: 1:2: 1,34-fold, 

p=0,03; 100%: 34,24-fold, p=0,0002). 

Bei einer Inkubationszeit von 24 h wurde für beide Medien ein signifikanter PAM- 

Effekt bei einer PAM-Verdünnungsstufe von 1:1 nachgewiesen (Abb.9b,d) 

(Inkubationszeit: 24 h: DMEM FCS (10%): Verdünnung: 1:1: 23,17-fold, p=0,002; 

OM: Verdünnung: 1:1: 12,71-fold, p=0,03). 
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Abbildung 9: PAM-Behandlung von HEC-1A Organoiden. HEC-1A Organoide wurden 144 h 

nach dem Aussähen und 72 h nach der Inkubation für 8 und 24 h mit 180 s aktiviertem PAM in 

den angegebenen Verdünnungsstufen mit dem EVOS Mikroskop analysiert (a,c). Repräsentative 

Phasenkontrastmikroskopie von HEC-1A Organoiden kultiviert in DMEM FCS (10 %) (a) und 

optimiertem Organoidmedium (OM)(c). (b,d) Relative zelluläre Viabilität von HEC-1A Organoiden 

per CellTiterGlo Assay kultiviert in DMEM FCS (10 %) (a) und optimiertem Organoidmedium (OM) 

(c). Die Ergebnisse sind als Einzelwerte und Mittelwert ± SD nach n=3 unabhängigen 

Experimenten dargestellt. *p < 0,05, bestimmt durch gepaarten Student’s t-test. 

 

 

Um Einflüsse des bereits in 3.4 für die Organoidkultur verwendeten OM auf die 

Wirksamkeit von PAM auszuschließen, wurden im nächsten Schritt HEC-1A 

sowie ISHIKAWA Endometriumkarzinomzellen als 3D-Organoidsysteme 

kultiviert und mit unterschiedlichen PAM-Verdünnungsstufen behandelt. 

HEC-1A und ISHIKAWA Organoide wurden zunächst für 72 h in DMEM FCS 

(10%) kultiviert und anschließend für 8 und 24 h mit 180 s aktiviertem PAM in 

verschiedenen  Verdünnungsstufen  inkubiert.  Anschließend  wurden  die 
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Organoide jeweils in DMEM FCS (10%) oder OM weiter kultiviert und nach 144 

h per CellTiterGlo Assay analysiert. 

Abbildung 10a,c,e,g zeigt die repräsentative Phasenkontrastmikroskopie von 

HEC-1A und ISHIKAWA Organoiden nach Behandlung mit 1:1 PAM verglichen 

mit der Argongaskontrolle und Kultivierung in DMEM FCS (10%) und OM 

dargestellt sowie in der rechten Spalte (Abb.10b,d,f,h) die statistische 

Auswertung mit Darstellung der relativen Zellviabilität. 

Ein signifikanter Einfluss konnte bei den HEC-1A Organoiden mit 8 h 

Inkubationszeit für in DMEM FCS (10%) kultivierte ab 1:4 PAM-Therapie und bei 

denen im OM ab 1:2 PAM-Therapie aufgezeigt werden (Abb.10a,b) 

(Inkubationszeit: 8 h: DMEM FCS (10%): Verdünnung: 1:4: 1,11-fold, p=0,04; 1:2: 

3,07-fold, p=0,04; 1:1: 8,87-fold, p=0,002; OM: Verdünnung: 1:2: 2,73-fold, 

p=0,03; 1:1: 19,55-fold, p=0,002). 

Ein signifikanter Einfluss konnte bei den HEC-1A Organoiden mit 24 h 

Inkubationszeit für in DMEM FCS (10%) kultivierte ab 1:4 PAM-Therapie und bei 

denen im OM ab 1:2 PAM-Therapie (Abb.10c,d) (Inkubationszeit: 24 h: DMEM 

FCS (10%): Verdünnung: 1:4: 1,13-fold, p=0,047; 1:2: 3,92-fold, p=0,001; 1:1: 

11,92-fold, p=0,0005; OM: Verdünnung: 1:2: 4,07-fold, p=0,002; 1:1: 46,08-fold, 

p=0,0002). 

Hier hatte die höhere Inkubationszeit also keinen signifikant erhöhten Effekt 

bezüglich der relativen Zellviabilität der HEC-1A Organoide. 

Die ISHIKAWA-Organoide reagierten insgesamt stärker auf den Einfluss des 

PAMs. Bei einer Inkubationszeit von 8 h konnte für in DMEM FCS (10%) 

kultivierte ab 1:2 PAM-Therapie und bei denen im OM ab 1:4 PAM-Therapie eine 

Signifikanz bezüglich des Einflusses von PAM auf die relative Zellviabilität 

festgestellt werden (Abb.10e,f) (Inkubationszeit: 8 h: DMEM FCS (10%): 

Verdünnung: 1:2: 15,65-fold, p=0,009; 1:1: 16,49-fold, p=0,01; OM: Verdünnung: 

1:4: 21,5-fold, p=0,01; 1:2: 35,35-fold, p=0,02; 1:1: 47,26-fold, p=0,02). 

Bei 24 h Inkubationszeit für beide Medien bereits ab einer PAM- 

Verdünnungsstufe von 25 % (Abb.10g,h) (Inkubationszeit 24 h: DMEM FCS 

(10%): Verdünnung: 1:4: 8,57-fold, p=0,002; 1:2: 17,44-fold, p=0,005; 1:1: 14,4- 
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fold, p=0,006; OM: Verdünnung: 1:4: 18,47-fold, p=0,004; 1:2: 30,59-fold, 

p=0,005; 1:1: 31,1-fold, p=0,005). 
 

 
Abbildung 10: Ausschluss der Effekte des Kulturmediums auf die Wirksamkeit der PAM- 

Behandlung von HEC-1A und ISHIKAWA im Organoid Modell. Repräsentative 
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Phasenkontrastmikroskopie (Verwendung des EVOS Mikroskops) und relative Zellviabilität 

(Verwendung des CellTiterGlo Assays) von HEC-1A (a-d) und ISHIKAWA (e-h) als Organoid 

Modell kultiviert in DMEM FCS (10%) für 72 h. 72 h nach dem Aussähen wurden die Organoide 

für 8 h (a,b,e,f) und 24 h (c,d,g,h) mit 180 s aktiviertem PAM und angegebenen Konzentrationen 

inkubiert und daraufhin entweder in DMEM FCS (10%) oder OM weiter kultiviert. Die Ergebnisse 

sind als Einzelwerte und Mittelwert ± SD nach n=3 unabhängigen Experimenten dargestellt. 

*p < 0,05, bestimmt durch gepaarten Student’s t-test. 
 
 

 

Anhand dieser Ergebnisse konnte aufgezeigt werden, dass der zuvor 

entstandene Eindruck, das OM schwäche den Effekt des PAMs vor allem bei 

einer Inkubationszeit von 8 h (Abb.7b,d) deutlich ab, auf das vorherige stärkere 

Wachstum der Zellen im OM zurückzuführen war. Unter den soeben erläuterten 

Konditionen wurde die Vergleichbarkeit der relativen Zellviabilität nach PAM- 

Behandlung der Organoide in beiden Medien verbessert. Und es konnte 

aufgezeigt werden, dass das OM keinen starken Einfluss bezüglich der 

Effektivität der PAM-Therapie von Organoiden besitzt. 

Außerdem wurde gezeigt, dass die PAM-Behandlung im 3D- 

Endometriumkarzinommodell eine signifikante Reduktion der Zellviabilität 

bewirkt. Dieser PAM-Effekt konnte in aus Patientenproben kultivierten 

Endometrioseorganoiden nicht nachgewiesen werden. Daher muss bezüglich 

PAM-Behandlung von gewebespezifischer bzw. malignitätsselektiver 

Wirksamkeit ausgegangen werden. 
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4 Diskussion 

4.1. Methodik 

4.1.1. PAM-Generierung 

Im Folgenden wird die in der Studie verwendete Methodik der PAM-Generierung 

unter Berücksichtigung der bis dato veröffentlichten Literatur im Hinblick auf die 

Effektivität bei einer Behandlung generell und vor allem im 3D-Modell analysiert. 

Dabei wird die Dauer der Lagerung des PAMs, die Aktivierungszeit, die Menge 

der aktivierten Flüssigkeit in der Petrischale, Abstand zwischen Plasmaquelle 

und Flüssigkeitsoberfläche und die Menge der verwendeten Zellen 

berücksichtigt. 

Das verwendete PAM wurde direkt nach Aktivierung zur Behandlung der 2D- 

Zelllinien und Organoide appliziert. Folglich betrug die Dauer der Lagerung etwa 

5 min. In vorherigen Studien wurde bewiesen, dass PAM bis zu 7 Tage ohne 

Wirkverlust im Kühlschrank gelagert werden könne (101, 119). Jedoch zeigten 

Judeé et al., dass die PAM induzierte Wachstumsinhibition der HCT 116 Kolon 

Adenokarzinom multicellular tumor spheroids (MCTS) von der 

Transferierungszeit des PAMs nach Generierung auf die Spheroide abhing. Bei 

kurzen Transfer Zeiten (1 h oder 14 h) wurde das Wachstum um etwa 40 % 

verglichen zu Kontrollen gehemmt, wohingegen bei längeren Zeiten (24 h oder 

48 h) nur um 20% (158). Diese Resultate indizieren, dass die hier verwendete 

kurze Lagerung von etwa 5 min des PAMs nach Generierung dessen 

zytotoxischen Effekte vor allem auf die 3D-Zellen verstärkten. 

Ein weiterer wichtiger Aspekt, der bei der Effektivität des generierten PAMs zu 

beachten ist, ist die Aktivierungszeit der Flüssigkeit (173). Bei den Zelllinien HEC- 

1A und hESC kultiviert in 2D induzierte PAM effektiv Apoptose, nachdem es 60, 

90 und 120 s aktiviert worden war. Bei den HEC-1A und ISHIKAWA Zelllinien 

kultiviert als Organoide wurde, nach fehlenden Resultaten der PAM-Behandlung 

bei Endometrioseorganoiden, eine Aktivierungszeit des PAMs von 180 s 

verwendet. Dabei wurde der signifikante Apoptose-induzierende Effekt der PAM- 

Therapie auf die HEC-1A und ISHIKAWA Organoide nachgewiesen. 
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Generell wurde gezeigt, dass sich die Menge an RNS und H2O2 in PAM mit 

Verlängerung der Aktivierungszeit erhöht-in diesem Fall 0,5 bis 2 Minuten- und 

damit auch dessen Einfluss auf die Zellen (173). 

Der signifikante Einfluss der verwendeten Aktivierungszeiten von 60 und 120 s in 

der PAM-Behandlung von HEC-1A und hESC kultiviert in 2D, wurde ebenfalls in 

einer anderen Studie bei Behandlung von immortalisierten „stromal cells“ und 

ISHIKAWA nachgewiesen (137). Auch bei dem bisher selten untersuchten 

Einfluss von PAM auf 3D-Zellmodelle wurden Aktivierungszeiten zwischen 30 

und 240 s verwendet (158, 161). Hierbei wurde der PAM induzierte DNA- 

Schaden auf die MCTS durch längere Aktivierungszeiten wie 120 und 240 s 

verglichen zu 60 s erhöht (158). Daraus lässt sich schließen, dass obwohl die in 

der eigenen Studie verwendete Aktivierungszeit von 180 s bei HEC-1A und 

ISHIKAWA effektiv Apoptose induzierte, eine längere Aktivierungszeit die 

Effektivität des PAMs in diesem Organoid-Modell noch verstärken könnte. Bei 

dem aus Patientenproben gewonnenen Endometriose-Organoiden konnte PAM- 

Aktivierungszeit-unabhängig (180-300 s) kein Effekt erzielt werden. 

Die Anzahl der zu behandelnden Zellen ist bei der PAM-Applikation ebenfalls zu 

beachten. HEC-1A wurde kultiviert als Organoid-Modell mit 2000 Zellen per Well 

ausgesät und mögliche Einflüsse des Organoid Mediums auf die PAM-Effektivität 

sollten evaluiert werden. Dafür wurde eine Gruppe über das gesamte Experiment 

im Organoid Medium kultiviert und die andere mit DMEM FCS (10%), was für das 

2D-Modell als Kulturmedium benutzt wird. Die Ergebnisse erweckten zunächst 

den Eindruck, als sei die PAM-Therapie bei Verwendung des Organoid Mediums 

weniger wirksam. Jedoch zeigten die auflichtmikroskopischen Aufnahmen der 

Organoide in 4-facher Vergrößerung, dass die HEC-1A Organoide vor der PAM- 

Therapie Zell-reicher, also schnelleres Wachstum aufwiesen als die in DMEM 

FCS (10%) kultivierten. Statt auf das Medium wurde der geringere Einfluss von 

PAM auf die höhere Zellzahl vor Beginn der Plasma-Therapie zurückgeführt. 

Diese Vermutung bestätigte sich mit dem nachfolgenden Experiment (vgl. 

Abb.10). Folglich hängt die Kapazität von PAM im 3D-Modell ebenfalls von der 

Konfluenz der Zellen vor Beginn der Therapie ab. Mit steigender Zelldichte, 
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verringert sich die PAM-Kapazität, was im Rahmen von 2D-Experimenten 

ebenfalls bereits bewiesen wurde (173). 

Für die Generierung des PAMs wurde ein Abstand zwischen Plasmaquelle und 

Flüssigkeitsoberfläche von 0,5 cm gewählt und es wurden 7 mL DMEM in einer 

Petrischale mit einem Durchmesser von 5 cm aktiviert. Mit derselben wurde 

ebenfalls effektiv wirksames PAM zur Behandlung von immortalisierten 

„endometrial stromal cells“ und ISHIKAWA generiert (137). In einer vergangenen 

Studie wurde bereits mit zwei unterschiedlichen Magenkarzinom Zelllinien 

erforscht, inwiefern sich der Abstand auf die Wirksamkeit des PAMs auswirkt. 

Dabei kam man zu dem Ergebnis, dass bei dem ebenfalls verwendeten Abstand 

von 0,5 cm das PAM nach kürzerer Aktivierungszeit und in höherer Verdünnung 

effektiver wirkte als bei einem Abstand von 0,9 oder 1,4 cm (174). Die 

Akkumulation der reaktiven Spezies in der Flüssigkeit veränderte sich mit der 

Veränderung des Abstandes (173, 175). Der Einfluss auf die Wirksamkeit durch 

Variation des Abstandes zwischen Plasmaquelle und Medium wurde in dieser 

Studie nicht weiter untersucht, sondern dieser wurde anhand von bereits 

erhobenen Daten ausgewählt (85, 169, 176). Der für diese Studie verwendete 

Abstand zwischen Plasmaquelle und Flüssigkeitsoberfläche (0,5 cm) erwies sich 

sowohl im 2D- als auch im 3D-Zellmodell als effektiv. Zudem wurde 

nachgewiesen, dass mit geringeren Mengen zu aktivierender Flüssigkeit wie 3 

und 6 mL stärker wirksames PAM generiert werden konnte als bei 12 oder 24 mL 

(174). Was sich wohl auf die in einer anderen Studie nachgewiesenen Abnahme 

der RONS in der Flüssigkeit mit zunehmenden Volumen dieser zurückführen 

lässt (173). 

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass durch die verwendeten Einstellungen zur 

Generierung des PAMs eine effektive Behandlung von den 2D-Zelllinien HEC-1A 

und hESC und den 3D-Organoidmodell HEC-1A und ISHIKAWA erzielt wird. Die 

Methodik deckt sich ebenfalls mit der derzeitigen Literatur zur Generierung von 

möglichst effektivem PAM. 
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4.1.2. Medium 

Die zytotoxischen Effekte des PAMs werden durch Antioxidantien abgeschwächt, 

auch wenn diese als Bestandteile des Zellkulturmediums verwendet werden 

(110, 159, 167). Das Zellkultur Medium der Organoide beinhaltet verglichen mit 

dem für 2D-Zellen verwendeten DMEM FCS (10%) antioxidativ wirksame 

Bestandteile wie „Sodium pyruvate“, B27 und N-Acetylcystein (159, 167, 171, 

172). Diese Tatsache wurde bereits in einer vorherigen Studie mit NIPP und 

Organoiden als mögliche Ursache einer höheren RONS-Dosis, die benötigt 

wurde, um das Wachstum der Organoide zu hemmen, genannt (167). Die aus 

Patienten Proben gewonnenen Endometrioseorganoide wurden zunächst in dem 

ursprünglichen Medium (SM) kultiviert (vgl. Abb.6 und Tabelle 4). Um jedoch eine 

möglichst effektive PAM-Behandlung ohne abschwächende Wirkung durch die 

im Medium vorhandenen Antioxidantien zu erzielen, wurde das Medium 

optimiert, indem man die Antioxidantien ersetzte oder wegließ (OM, vgl. Abb.6 

und Tabelle 4). Die Veränderung der Mediumzusammensetzung hatte keinen 

Einfluss auf das Wachstum der Organoide (vgl. Abb.6). Als zu aktivierende 

Flüssigkeit wurde DMEM (Katalognummer: 41965-039; DMEM, high glucose) 

verwendet, welches ebenfalls keine zusätzlichen Antioxidantien beinhaltet. Somit 

wurden beeinflussende Faktoren vor der Behandlung der 

Endometrioseorganoide möglichst ausgeschlossen. Jedoch erfolgte nach 

ausbleibendem Effekt des PAMs auf die Endometrioseorganoide noch ein 

Vergleich der Einflüsse des OM und DMEM FCS (10%), welches als 

Zellkulturmedium für die effektiv mit PAM behandelten 2D-Zellen verwendet 

wurde (vgl. Abb.10). Hierfür wurden die HEC-1A und ISHIKAWA Organoide 

jeweils in beiden Medien kultiviert und unter denselben Behandlungen mit PAM 

therapiert (vgl. Abb.10). Die PAM-Behandlung verursachte ab einer 50%igen 

Konzentration bei beiden Medien eine signifikante Abnahme der Zellviabilität der 

HEC-1A und ISHIKAWA Organoide. Somit wurden starke Einflüsse des 

optimierten Organoid-Mediums (OM) auf die PAM-Therapie ausgeschlossen und 

waren nicht ursächlich für die ausbleibenden Effekte des PAMs auf die aus 

Patientenproben gewonnenen Endometrioseorganoide. 
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4.2.Übertragbarkeit der PAM-Konditionen von 2D auf 3D 

Behandlungen mit NIPP sowohl direkt als auch indirekt sind unter Verwendung 

von 2D-Zellmodellen bereits in den unterschiedlichsten Bereichen der Medizin 

fester Bestandteil der Forschung (79, 100, 101, 122, 124). Auch die in der 

vorliegenden Studie verwendeten HEC-1A und hESC-Zelllinien wurden bereits 

in vergangenen Studien erfolgreich mit PAM behandelt und dessen 

Wirkungsweisen weiter erforscht (110, 137). Die hESC-Zelllinie wurde von den 

Autoren jedoch im Gegensatz zu dieser Studie noch weiter modifiziert (137, 177, 

178). 

Im nächsten Schritt bezüglich einer zukünftigen klinischen Anwendbarkeit der 

NIPP-Therapie in-vivo befassen sich einige Studien mit der NIPP-Therapie eines 

3D-Zellmodells wie Spheroide und Organoide (158-161, 167, 179). Auch diese 

Studie befasste sich mit der Etablierung eines wirksamen Goldstandards der 

PAM-Behandlung im 2D-Zellmodell und mit dem Versuch dieses auf aus 

Patientenproben gewonnene Endometrioseorganoide und auf aus den 

Endometriumkarzinomzelllinien HEC-1A und ISHIKAWA kultivierte Organoid- 

Modelle zu übertragen (vgl. Abb.3-10). Mit der Entwicklung von NIPP- 

Behandlungen im 3D-Zellmodell gelingt eine bessere Übertragbarkeit auf die in- 

vivo Situation, da die häufig verwendeten 2D-Zellmodelle das Tumor 

Mikroenvironment, physiologische und strukturelle Unterschiede nicht abdecken 

und somit mit diesem Modell entwickelte Therapien womöglich das Zellwachstum 

in-vivo nicht verhindern (160, 180). Wohingegen das 3D-Modell den Abstand 

zum physiologischen Gewebe verringert und die physiologische Relevanz von 

Zell-basierten Assays verbessern kann (181). Auch bezüglich der 

Übertragbarkeit von NIPP-Therapieansätzen von einem 2D-Zellmodell auf ein 

3D-Zellmodell gab es schon vor der durchgeführten Studie Vergleiche anderer 

Zelllinien wie die „Head and Neck cancerous cells (FaDu)“(161). In vergangenen 

Studien wurde aufgezeigt, dass eine einzelne effektiv zytotoxische 

Plasmabehandlung in 2D bei Anwendung auf ein menschliches Glioblastom 

Spheroid-Modell nicht suffizient war (160). Was in Folgestudien dieser 

Arbeitsgruppe zur Verwendung eines anderen Plasmageräts als in 2D und einer 

direkten NIPP-Therapie führte, welche auf ein MCTS-Modell erfolgreich wirkte 
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(179). Bei einer weiteren PAM-Behandlung, deren zytotoxischer Effekt zunächst 

in 2D kultivierten „Head and Neck FaDu Cancerous Cells“ nachgewiesen wurde, 

waren vier hintereinander folgende PAM-Behandlungen derselben Zelllinie als 

3D-Spheroid kultiviert nötig, um erneutes Wachstum zu inhibieren (161). Diese 

Unterschiede in der Wirksamkeit von NIPP-Behandlungen zwischen 2D und 3D- 

Spheroids wurde mit der verlängerten Diffusionsstrecke in die Spheroide und 

veränderte intrazelluläre ROS-Level und Aktivität der antixodativen Enzyme 

während der Spheroid-Entwicklung erklärt (161, 179). In der vorliegenden Arbeit 

wurde zunächst die PAM-Behandlung für HEC-1A Zellen in 2D entwickelt, bei der 

ein zytotoxischer Effekt auf die Zellen durch Induktion von DNA- 

Doppelstrangbrüchen und anschließender Apoptose erfolgte (vgl. Abb.3-5). Die 

Ergebnisse zeigten, dass die Wirksamkeit des PAMs auf die Zellen dabei 

abhängig von der Aktivierungszeit, Inkubationszeit und Konzentration des PAMs 

ist. Bei den in 2D kultivierten HEC-1A Zellen zeigte sich ein signifikanter Effekt 

der PAM-Behandlung mit einer 4-stündigen Inkubationszeit, einer 

Aktivierungszeit von 60 s und einer PAM-Verdünnungsstufe von 1:8-1:4 und 

höher oder einer Aktivierungszeit von 120 s und einer PAM-Verdünnungsstufe 

von 1:8 und höher. Dieselbe Zelllinie wurde als 3D-Organoid-Modell kultiviert und 

anschließend mit PAM behandelt. Beeinflussende Faktoren des 

Organoidmedium (182) wurden dabei ausgeschlossen (vgl. Abb.10), was die 

Vergleichbarkeit der Ergebnisse ermöglicht. Um signifikant zytotoxische Effekte 

in derselben Zelllinie in Organoid-Kultur durch die PAM-Behandlung zu 

erreichen, war eine Aktivierungszeit von 180 s, eine Inkubationszeit von 8 h und 

eine PAM-Verdünnungsstufe von 1:2 und höher nötig. Die Ergebnisse unserer 

eigenen Studie bezüglich der PAM-Behandlung der Zellen in einer 2D-Kultur 

verglichen zum 3D-Organoid-Modell decken sich mit denen der Literatur insofern, 

dass sich die NIPP-Behandlungsstrategien, entwickelt durch Verwendung von 

2D-Zellkulturen, nicht auf das Organoid-Modell übertragen lassen. Zwar wurden 

effektiv zytotoxische PAM-Behandlungen für die Endometriumkarzinomzelllinien 

HEC-1A und ISHIKAWA im Organoid-Modell entwickelt, jedoch erforderte dies 

eine längere Aktivierungszeit, Inkubationszeit und niedrigere PAM- 

Verdünnungsstufen als in 2D. Dadurch ergibt sich die Schlussfolgerung einer 
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ebenfalls fehlenden Übertragbarkeit von in 2D erhobenen Studienergebnissen 

auf eine in-vivo Situation. Die Ergebnisse betonen die Notwendigkeit vermehrter 

Studien von NIPP-Therapien in-vitro mit Organoiden, um zukünftig eine bessere 

Übertragbarkeit solcher Therapien auf in-vivo zu gewährleisten. 

 

4.3. Ausbleibende Wirkung von PAM auf Endometrioseorganoide 

4.3.1. Evaluation der Limitationen indirekter NIPP-Therapie von 

Endometriose 

Es ist bereits allgemein akzeptiert, dass oxidativer Stress in die Pathophysiologie 

der Endometriose involviert ist, indem dieser eine inflammatorische Reaktion in 

der Peritoneal Höhle verursacht (63-65). In-vivo und vitro Studien von Lousse et. 

al 2012 zeigten auf, dass es bei Frauen mit Endometriose durch Eisenüberladung 

zu einer Produktion von ROS kommt, die wiederrum zu einem Anstieg von NF- 

kappa B in peritonealen Makrophagen führt, was verglichen zu gesunden 

Kontrollen proinflammatorisches Wachstum und angiogenetische Faktoren 

förderte (66). Eine Überproduktion von ROS soll in Endometriose hingegen zur 

Apoptose führen (183), weshalb äußerlich entstehender oxidativer Stress als 

Möglichkeit vorgeschlagen wurde, den Prozess des Zelltods der Endometriose 

einzuleiten (184). In vergangenen Studien wurde die zytotoxische Aktivität des 

NIPPs auch unter Verwendung von 3D-Zellmodellen auf die Generierung 

reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies, welche oxidativen Stress in den 

Zellen verursachen und somit auch Wachstumsinhibition und DNA-Schädigung, 

zurückgeführt (159, 160, 167, 179). Da aufgezeigt wurde, dass 

Endometriosezellen genau wie in Tumorzellen beobachtet höherem endogenen 

oxidativen Stress durch Anstieg der ROS Produktion, Änderungen der 

antioxidativen Mechanismen und einem Abfall der Katalase Spiegel ausgesetzt 

sind (67), wurde in der durchgeführten Studie angenommen, dass der durch PAM 

induzierte oxidative Stress ähnliche zytotoxische Effekte haben würde wie in 

Tumorzellen. Denn es wird angenommen, dass der selektive Effekt der NIPP- 

Therapie auf Tumorzellen auf die höheren intrazellulären Level von ROS in 

malignen verglichen zu benignen Zellen zurückzuführen ist (185). 
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Endometriose wurde bisher in nur drei Studien mit Plasma behandelt (137-139). 

Nezhat et al. verwendeten neutrales Argon Plasma zur laparoskopischen 

Behandlung im Becken gelegener Endometriose bei 18 Frauen im Rahmen einer 

klinischen Studie. Die Läsionen wurden unter hoher Temperatur, hohem 

Gasfluss und 5 mm Abstand mit dem Plasma behandelt oder durch das Plasma 

herausgeschnitten. Bei einer laparoskopischen Kontrolle 7 Wochen später 

entdeckte man keine Endometriose mehr an den behandelten Stellen und diese 

waren frei von Adhäsionen. Die thermischen Effekte des Plasmas machten sich 

Roman et al. ebenfalls zur Behandlung von Endometriomen zunutze. Die Effekte 

des Plasmas bezüglich der Behandlung der Endometriose konnten in beiden 

klinischen Studien zwar deutlich aufgezeigt werden, ließen sich jedoch 

hauptsächlich auf die thermische Energie des Plasmas zurückführen statt auf die 

Generierung RONS und Induktion oxidativen Stresses im Gewebe. Deshalb ist 

die Vergleichbarkeit zu der hier durchgeführten Studie mit durch NIPP 

generiertes PAM gering. Vergleichbarer ist dahingegen die Studie von Ishida et 

al., da diese ebenfalls NIPP und mit NIPP aktiviertem DMEM als PAM forschten. 

Zunächst untersuchten sie die Effekte von PAM auf verschiedene immortalisierte 

„endometrial stromal cells (ESC)“ nämlich ektopische, eutopische mit 

Endometriose und ohne Endometriose und zusätzlich auf die ISHIKAWA 

Endometriumkarzinomzelllinie. Die Aktivierungsbedingungen ähnelten den in der 

eigenen Studie verwendeten mit einem Abstand von 5 mm, 10 mL DMEM, 

welches in einer 60 mm Petrischale aktiviert wurde und Aktivierungszeiten von 

10, 30, 60, 120, 180 s. Die Durchführung der PAM-Behandlung wurde jedoch 

nicht in unterschiedlichen Konzentrationen durchgeführt, wodurch die 

vollständige Vergleichbarkeit nicht möglich ist. Trotzdem lässt sich sagen, dass 

der Einfluss des PAMs auf die ISHIKAWA Zelllinie, in diesem Fall repräsentativ 

für Endometrium Drüsen, und ein schwächerer Effekt auf die immortalisierten 

Stroma Zellen aufgezeigt wurde. In der eigenen Studie hatte PAM einen 

stärkeren Einfluss auf die HEC-1A Endometriumkarzinomzelllinie verglichen mit 

der hESC Zelllinie, jedoch waren die Ergebnisse für beide signifikant. Folglich 

decken sich die Resultate beider Studien noch bezüglich der PAM-Therapie von 

2D-Zellen. 
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Ishida et al. transplantierten im nächsten Schritt ihrer Studie zerschnittene Teile 

von uterinem Spendergewebe in zuvor hysterektomierte Mäuse und behandelten 

diese für 8 Wochen 1-mal wöchentlich mit Östradiol (E2) subkutan. Vier Wochen 

nach der Transplantation erfolgte laparoskopisch die 30 s dauernde Irritation der 

entstandenen Zysten durch NIPP mit einem 10 mm entfernten Plasma Pen. 

Weitere vier Wochen später wurden die endometriotischen Zysten 

herausgeschnitten, Formalin-fixiert und immunhistochemisch auf DNA-Schäden 

und Proliferation analysiert. Die Zysten enthielten glanduläre und Stroma Zellen, 

wobei sich der oxidative Stress nach NIPP Exposition vor allem in den 

glandulären Zellen abzeichnete. Die durchschnittliche Fläche der Zysten war bei 

den NIPP behandelten Mäusen signifikant geringer als bei den unbehandelten 

Kontrollen. Außerdem zeigte sich eine signifikant gesunkene Expression von 

Ki67-positiven epithelialen Zellen in NIPP behandelten Zysten verglichen zu 

Kontrollen. Folglich belegten die Autoren der Studie, dass die NIPP Behandlung 

das Wachstum der Zysten signifikant hemmte (137). Wie die 

Endometriosezysten im Mausmodell (137) replizieren die von uns verwendeten 

aus Patientenproben gewonnenen Endometrioseorganoide ebenfalls die 

Eigenschaften des Ursprungsepithels, also auch dessen glandulären Anteile, und 

spiegeln die Diversität der Erkrankung akkurat wieder (151, 186). Die glandulären 

Anteile der Endometrioseorganoide wurden in Form der Immunfluoreszenz 

Färbung von Zytokeratin dargestellt (vgl. Abb.8). Demzufolge ähneln sich die 

beiden 3D-Modelle in ihrer Abbildung der Erkrankung in-vivo. Jedoch wurden die 

Endometriosezysten im Mausmodell anders als in den vorherigen 2D-Versuchen 

in der Studie nicht mehr mit PAM, sondern direkt mit NIPP behandelt (137), 

wohingegen in unserem Versuchsaufbau die zuvor in 2D etablierte wirksame 

PAM-Therapie auf das 3D-Modell übertragen wurde (vgl. Abb.3, 7). Dabei wurde 

jedoch weder ein signifikanter Einfluss von PAM bezüglich der 

Wachstumshemmung der Organoide verglichen zu Kontrollen nachgewiesen 

(vgl. Abb.7), noch wurde in der Immunfluoreszenz ein signifikanter Unterschied 

bezüglich Ki67-, yH2AX- und p53-positiver PAM behandelter epithelialer Zellen 

aufgezeigt (vgl. Abb.8). Die ausbleibenden Effekte verglichen zur Studie von 

Ishida et al. könnten sich demzufolge am ehesten auf die indirekte 
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Plasmabehandlung zurückführen lassen. Wie bereits zuvor beschrieben, wird im 

3D-Modell eine intensivere Plasmabehandlung benötigt, um ähnliche Effekte zu 

erzeugen wie im 2D-Modell. 

Daher wurde in einigen Studien, in denen 3D-Zellmodelle verwendet wurden, die 

stärker wirkende direkte Plasmabehandlung als Therapieoption gewählt (159, 

160, 167, 179). Die direkte Plasmabehandlung wurde unter Verwendung eines 

Spheriod-Modells als effektiver bezüglich der Wachstumshemmung der 

Spheroide beschrieben. Dies wurde auf die zusätzliche Wirkung der kurzlebigen 

reaktiven Spezies neben den Langlebigen zurückgeführt, da diese nur in der 

direkten Plasmatherapie eine Rolle spielen (160). Auch in einer weiteren Studie 

wurde beschrieben, dass die indirekte Plasmabehandlung nur einen schwachen 

bis keinen Effekt auf das Überleben von Glioblastomzellen im 3D-Spheroid- 

Modell hatte. Dadurch sei die direkte Behandlung nötig, weil diese eine höhere 

ROS-Konzentration generiere (179). Andererseits erforschten Hadefi et al., dass 

die NIPP induzierte Zytotoxizität in Organoiden auch von langlebigen reaktiven 

Spezies wie Nitrit, Wasserstoffperoxid und Ozon abhängig ist. Zwar wurden 

Zellen im 3D-Spheriod Modell auch effektiv durch PAM-Behandlung und daraus 

resultierenden DNA-Schäden in ihrem Wachstum gehemmt (158, 161), jedoch 

spricht die Diskrepanz zwischen unseren eigenen Ergebnissen und denen 

vergangener Studien (137) unserer Meinung nach dafür, dass die durch PAM- 

Therapie generierte RONS Konzentration nicht hoch genug ist, um zur 

Wachstumsinhibition der Endometriose im Organoid-Modell zu führen. 

Stattdessen könnte das erzeugte subletale Niveau an oxidativen Stress sogar 

den gegenteiligen Effekt erzeugen und Zellproliferation in den 

Endometrioseorganoiden fördern, was in der Literatur bereits ähnlich 

beschrieben wurde (187-189). 

Die vorliegenden Ergebnisse der mit PAM behandelten aus Patientenproben 

gewonnen Endometrioseorganoide zeigen, dass die Behandlung der 

Endometriose in-vivo mit dem hier generierten PAM keinen therapeutischen 

Effekt erzielen würde. Jedoch liegen bisher insgesamt kaum Daten zur NIPP- 

Behandlung von Organoiden und nun zum ersten Mal welche zur PAM- 

Behandlung von aus Patientenproben gewonnenen Endometrioseorganoiden 
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vor. Daher ist die Durchführung weiterer Studien mit aus Patientenproben 

gewonnenen Endometrioseorganoiden nötig, um die Behandlung mit NIPP final 

als Therapieoption zu bewerten. Hierfür sollte im Hinblick auf die Literatur (137, 

159, 160, 167, 179) und die Ergebnisse der vorliegenden Studie vor allem die 

direkte NIPP-Behandlung der Endometrioseorganoide in Betracht gezogen 

werden. 

 
4.3.2. Zelltyp- und Dignitäts-spezifische Selektivität von NIPP 

Neben der möglichen Limitation der PAM-Therapie verglichen zu einer direkten 

NIPP-Behandlung als Ursache für die ausbleibenden Effekte auf die 

Endometrioseorganoide, gilt es außerdem Zelltyp- und Dignitäts-spezifische 

Selektivität von NIPP als Erklärung in Betracht zu ziehen. Denn in dieser Studie 

konnten mit denselben Bedingungen der Plasmagenerierung im 3D-Zellmodell 

signifikante Effekte auf Endometriumkarzinomzellen nachgewiesen werden. 

Wohingegen die PAM-Behandlung keine Auswirkungen auf die 

Endometrioseorganoide hatte (vgl. Abb.7-10). 

Diese Selektivität wird in der Literatur zum Teil durch eine schlechtere 

antioxidative Kapazität von Tumorzellen verglichen zu gesunden erklärt (105, 

106). Es wurde gezeigt, dass Tumorzellen grundsätzlich höherem endogenen 

oxidativem Stress aufgrund eines Anstieges der ROS-Produktion und gleichzeitig 

verringerter ROS-Eliminierung ausgesetzt sind. Die verringerte ROS- 

Eliminierung wird auf niedrigere Katalase-Spiegel zurückgeführt (190, 191). 

Niedrigere Katalase-Expression auf der Oberfläche von Tumorzellen ermöglicht 

RONS wie Wasserstoffperoxid, generiert durch PAM, durch Aquaporine die 

Akkumulation in die Zelle, wo diese die Ausschöpfung von Glutathion und 

anschließende Induktion von Apoptose der Tumorzelle bewirken (192). Da 

jedoch in Endometriosezellen dieselben Veränderungen bezüglich der 

antioxidativen Kapazität wie in Tumorzellen beschrieben wurden (67), begründet 

diese Ursache der Selektivität von PAM nicht die ausbleibenden Effekte auf 

Endometriose in dieser Studie. 

Als eine weitere Begründung der Dignitäts-spezifischen Effekte von NIPP- 

Therapien wird die verstärkte Expression von Aquaporinen in Zellmembranen 
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von Tumorzellen beschrieben. Dies führt zu einer schnelleren Aufnahme von 

Wasserstoffperoxid in die Tumorzellen, wodurch diese anfälliger gegenüber 

NIPP-Therapien verglichen zu benignen Zellen sind (193). Die niedrigere 

Expression von Cholesterol in der Membran von Tumorzellen verglichen zu 

benignen Zellen konnte ebenfalls als signifikante Ursache der schnelleren RONS 

Aufnahme in Tumorzellen aufgezeigt werden (194). 

Neben den Auswirkungen der veränderten Expression von 

Zellmembranbestandteilen in benignen und malignen Zellen stellt die 

Proliferationsaktivität einen fundamentalen Unterschied dar. Während die 

Proliferation in benignen Zellen reguliert verläuft, unterliegen maligne Zellen 

diesem Kontrollsystem nicht mehr und proliferieren ungehemmt weiter (195). 

Daher sollte ebenfalls in Betracht gezogen werden, dass die verstärkte PAM- 

Sensitivität gegenüber Tumorzellen auf deren veränderte Proliferationsaktivität 

und Apoptose-Inhibition zurückzuführen sein könnte (195). 

Zwar wird die schlechtere oxidative Kapazität der Tumorzellen meist als 

Hauptursache der Selektivität von NIPP angesehen (193), doch aufgrund der 

ähnlichen oxidativen Eigenschaften von Endometriosezellen (67) sollten eher die 

weiteren möglichen Ursachen in Betracht gezogen werden. 

Insgesamt gilt es jedoch zu beachten, dass die Selektivität von PAM gegenüber 

malignen Zellen nach wie vor Bestandteil der Forschung ist. Daher könnten zwar 

in dieser Studie geringere Cholesterol- und erhöhte Aquaporin-Expression in der 

Zellmembran von den Endometriumkarzinom-Zelllinien und deren stärkere 

Proliferationsaktivität zu der Effektivität der PAM-Behandlung in 2D und 3D 

beigetragen haben. Mit Sicherheit lässt sich jedoch nicht sagen, dass diese 

möglichen Zelltyp- und Dignitäts-spezifischen Eigenschaften die Erklärung für 

den ausbleibenden Effekt der PAM-Behandlung auf die Endometrioseorganoide 

darstellen. 

 

4.4. Weiterzuführende Schritte 

Die geschilderten Ergebnisse der Forschungsarbeit betonen die Notwendigkeit 

weiterführender Schritte bezüglich der Forschung an den Effekten von NIPP bzw. 

PAM auf Endometriose und Endometriumkarzinom in 3D-Modellen. Zunächst 
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sollte aufgrund der ausbleibenden zytotoxischen Effekte des hier generierten 

PAMs auf aus Patientenproben gewonnene Endometrioseorganoide in 

Erwägung gezogen werden, diese in einer nachfolgenden Studie direkt mit NIPP 

zu behandeln. Dadurch könnte ein stärkerer Effekt der Behandlung erzielt 

werden, welcher eine Remission des Wachstums der aus Patientenproben 

gewonnenen Endometrioseorganoide zur Folge haben könnte. Für diese 

Annahme sprechen die Erfolge der direkten NIPP-Therapie auf Organoide und 

Spheroide (159, 160, 167, 179), aber vor allem die signifikante Remission von 

Endometrioseherden im Mausmodell nach direkter NIPP-Exposition (137). 

Gleichzeitig sollten die möglichen Ursachen der Zell- und Dignitäts-spezifischen 

Selektivität von NIPP bezogen auf Endometriosezellen weiterführend evaluiert 

werden. Da diese begründen könnten, weshalb sich die PAM-Behandlung im 3D- 

Zellmodell bei Endometriumkarzinomzellen als effektiv erwies und bei 

Endometriosezellen nicht. 

Das Wachstum der aus den Endometriumkarzinomzelllinien HEC-1A und 

ISHIKAWA kultivierten Organoide konnte durch die PAM-Behandlung signifikant 

gehemmt werden. In nachfolgenden Schritten gilt es, die auf molekularer Ebene 

induzierten Effekte der PAM-Therapie auf die HEC-1A- und ISHIKAWA- 

Organoide genauer zu analysieren. Zudem werden aus Patientenproben 

gewonnene Endometriumkarzinomorganoide kultiviert und ebenfalls unter den 

etablierten Bedingungen mit PAM therapiert. Somit wird die Möglichkeit einer 

Behandlung des Endometriumkarzinoms mit durch NIPP generiertes PAM 

zukünftig weitergehend evaluiert. 
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5 Zusammenfassung 

Endometriose ist eine benigne, entzündliche Erkrankung, die bei Frauen in 

gebärfähigem Alter zu starken abdominellen Schmerzen, Blutungen und 

Subfertilität führen kann. Trotz hoher Prävalenz und oft starken subjektivem 

Leidensdruck der Patientinnen existiert neben invasiven Operationen bisher kein 

kurativer Therapieansatz. 

Ziel der Arbeit war die Charakterisierung der Wirkung Plasma aktivierten 

Mediums (PAM) auf aus Patientenproben gewonnene Endometrioseherde unter 

Verwendung des 3D Organoidmodells in-vitro. Vorbereitend wurden zunächst die 

Endometriumkarzinomzelllinie HEC-1A und Endometriumstromazelllinie hESC 

mit verschiedenen wirksamen Aktivierungszeiten und Konzentrationen des PAMs 

unter Optimierung der Generierungsbedingungen behandelt. PAM induzierte in 

diesen 2D-Zellmodellen einen Zellwachstumsarrest, Apoptose und DNA-

Doppelstrangbrüche, welche man mit dem Crystal Violet staining Assay und 

Immunfluoreszenz nachwies. 

Nach Charakterisierung Apoptose-induzierender PAM-Parameter im 2D- 

Zellmodell wurden die Endometrioseorganoide als zusätzliche vorbereitende 

Maßnahme in optimierten Organoidmedium (OM) kultiviert, um die antioxidativ 

wirksamen Effekte der Inhalte des Standardmediums (SM) für Organoide 

auszuschließen. 

Die aus den 2D-Experimenten übernommenen PAM-Parameter bewirkten bei 

den Endometrioseorganoiden keine Wachstumsinhibition. Sowohl eine 

Verlängerung der Aktivierungs- und Inkubationszeit des PAMs als auch eine 

Behandlung der Organoid-bildenden Einzelzellen vor dem Aussäen im Matrigel 

führte zu keinem Einfluss auf das Wachstum der Endometrioseorganoide. Auf 

zellulärer Ebene wurden mittels Immunfluoreszenz strukturelle, Proliferations- 

hemmende, Apoptose- und DNA-Doppelstrangbruch-induzierende Wirkungen 

des PAMs auf Endometrioseorganoide ausgeschlossen. 

Da die Möglichkeit einer Gewebe-unabhängigen, generellen Limitation der 

Wirkung des PAMs im 3D-Zellmodell bestand, wurden daraufhin die bereits zuvor 

verwendete Endometriumkarzinomzelllinie HEC-1A und außerdem ISHIKAWA 

als Organoide kultiviert und mit PAM behandelt. Die PAM-Behandlung induzierte 
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in Endometriumkarzinomzellinien im Organoidmodell Apoptose und hatte somit 

einen signifikanten Einfluss auf die Zellviabilität der Organoide. Dabei wurden 

wirksamkeitshemmende Einflüsse des OM auf die PAM-Wirkung, verglichen mit 

dem ebenfalls zur Kultur verwendeten DMEM FCS (10%), ausgeschlossen. 

Zusammenfassend erzielte PAM keine nachweisbaren wachstumshemmenden 

Effekte auf Endometrioseorganoide. 

 

Bestätigt, 22.05.2024 

M. Weiss (Doktorvater) 
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8 Ergänzende Abbildungen 
 

Ergänzende Abbildung 1: Beispielhafte Darstellung der Organoiddokumentation. 

Abbildung repräsentativer mikroskopischer Phasenkontrastaufnahmen einer 

Endometrioseorganoidlinie über zwei Passagen jeweils an den Tagen 0, 4, 7 und 10 

aufgenommen mit dem EVOS-Mikroskop in 4-facher Vergrößerung. 
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Ergänzende Abbildung 2 : Behandlung der Endometrioseorganoide mit alternierenden 

PAM-Parametern. Gegenüberstellung repräsentativer mikroskopischer 

Phasenkontrastaufnahmen angefertigt mit dem EVOS-Mikroskop in 4-facher Vergrößerung 

zwischen mit 1:1 PAM behandelter Endometrioseorganoide und unbehandelten Kontrollen am 

letzten Tag der Passage. (a,b) Abbildung der Organoide nach Behandlung mit 120 s aktiviertem 

und 8 h (a) und 24 h (b) appliziertem PAM. (c,d) Abbildung der Organoide nach Behandlung mit 

180 s (c) und 300 s (d) aktiviertem und 24 h applizierten PAM. Die Proben wurden jeweils am 

2.Tag der Passage mit PAM behandelt. 


